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㎜ ニ
ー_一 天柔り.,りエコ三∬亙て[を一溌 見 レ斥里一一嫌 厭来L夫 賜 衡 ぐ亘亙herl(hlqこ
ooll).一のPEPcαrbOxン1α5e{く つv・で・複 板 の 工一つエ∫フーダ7=__
歯 う一一三一の溌 兇37)-40)、瑚 ζ 精 畷 と 嫡 網 猪 陛鷹 のiニ 三ー
三ニー一一1一解 泊 月 塑一・31).反戊・速 度 論 的 解 析42)!蔓鉱[一化 一導 勝 ・飾 一一こ
一 …
ラ勾 くさ万 触 隊 機 能 一■あ 伽 ・し銘 彫 や機 能1そ泌 碩 痘.こ こ
_三二二i-一_≡ヤミノ 酉侵ダ茂基 の1毛飛足36)一=32)」i32)!34)・36)2一竺)<一1直vl>Ol《わー1う=万[
一}一一一… 酪 孫%姓 調 獅 機 楢[
のコ解 荊 絶)・45)廓へ酵 係一蜘 勺ず爾 帆 一-一一
π.一 一 一湘ぐ多　面 ■的 衣 竹 ≡毎貸うれ 一髪■ぎ存 る 未 賜1菌 〃rpE戸co・卜b。*外a5ごニ
ー一一一
1そこ■イセまル ニてi6疹⊂∫　li三■7ズ)でラ ギ ソ蔽 寿 ど 、5つ 種 業彦、如の






耀 、Σ 応 払'々 蔽 ・れ'の エ'つエ0タ ニ1〈 対 レで'4蛇 の
調 脚 都 位 逸 初 叱32'・飴)・36),46)・〃7 、各 エ フエ ワ9一 の
結 倉K㌫ っ マ 勿 様 毎1輸 欠 構 造 褄 化(αlbs七errc
trαnsi七i・n)を起 で一い と26),28),3今)・鵜47)-4%ぐ 朗 の ・ロ・1く
され て い ろ ユ ニ ー り 毎 マ ロ ス イ リ・・ノり 酵 孫 か あ ろ 。 申覇 者
ら の 研 呪 望 で鳳 徽 迩 本 醜 系 劃 参 る・(P匹)の ηロ ー ニ ンつ"
を 蓬 威 レ50),51)、PEPcαrbo×yしαseとしズ1菩し才じめ マ、 蓮 イ云を
DNAの 企 塩 蕃 酉乙百qを ラ夫定52)'53)しf〈。 ぐの 酉己列 か ら
切 ・ユ ニ ・ソトボ リへ・っ時 ド の イ ミノ酸 配 列 を 推 足 イ 釈 と姻
司 百乞 ヒ ブずっ でく。・ ぐ{ρっK、 糸景 藻CkloreUα のPEP
cαr』・・γtαseの 酋嬬 蜘 勺翻 呪5%、 翁 辣A照cysτ's
凡1dulaれsのPEPcαrL)Ox>dα3eの酪 森 曽 白勺、乃暫颯55)毎 の て入"
K劃 材DNAの 解 析5G)・評)、 トウ 加 コ シ(Zeα 哩)の
PEP(ンλrbOxyしαseのcDNAの 角犀祈58)・59)幻・ご1進め ら此い(v・ろ。
昏寸k、/必 「で"1皆、 遺 ハう、を 操 バ乍 才支κ了を 用v・て 、PEP
cαr』。xγbseの 触 媒 機 能 の 玖 疲 々 伽 ステ リ・ り 鳩 購





ゴ3.'本 研 呪'の 目的 ヒ 結 梁 の 薯 、セ、'
醜 徐 機 能 の溌 現 機 構 汐 触 媒 反 府 の 反鳶 機 構 乞 解 日月
待 制k勘 柵 、 酵 察 分 尋 の 構 窺 を 明 の 姻 くで 駅 ヒ、騎K、
機 能 音陣K紡 嚢 ノ蔽 残 捧 を 同定 し、 妹 励 配 翫
り・灯"ンド'との ・相 互作 用 を 明 の ・ロ・に で ゐ ◇ど・)ぐ雀 酵 し毎 ゐ。
ぐの牧 め1く口 、X線 締 晶 横 艶 角早耕1く さん 函 沢 橘 造 の解 祈
や 、NMR,ESR毎 ど'の/か光 導 的 オ ラみ1《さゐ 解 オ打 づげど 乞
含 め てk勿面 的 毎 研 呪 一V・ご必 要 ど され ゐ 。 ミれ の1・」企 て、/次.
構 長K関 イ ゐ 知 見 棋 二基 礎 と毎 リ、必 要 フ阿 叉 で あ ろ 。
申宅青指 ら の 研 肌 望Z・博 、 穴月易 菌K-12ナ朱のPEP
・αrb・xγしαseの 釦 爵DNAの 塩 基 酉副 乞 嬢 しfく52'.
これ1く㌫っ て 、 うプつ"ユ,=二・ソト祠乱。リペoつ。ノチード'の一アミノ酋倹酉乙=　ll乞
椎 定 〆1'ゐこと姻 司 能 ヒ 毎 っ1kが'、 塩 基 配 列 刀・1ろ口 、
39薙 捧 対 離 、剛 く二つ の メ手 形 ソ コド ン(Met-1とMe七一14)
姻 い ぞ れ 短 開槍 づド ン ヒ レズ%久 駅 とが 司能 て・あっ仁 。
蓬 伝 をDNA上 の 老羽駅 舶 域 も ヲ爽定 し、 推 定 され 仁 イ ミノ蔽
酋己列 を 刃雇言想す んlkめ1《口 、N一 宋で諭 、C一 末端1了ミノ酉隻
酉己ゆ1♪ぐ、 〈oづ・づ・ド 糸も、倉・の 林奢異 白勺弔刀断 に きっ て 庄 威 レ寸k
べ づ・手 ド 断 片 の 於 ノ醸 配 列 ηザ 、 酪 係 ワンノ岡 管 の






ダ ン ノ＼。ワ イb嗜二色勺石万呪1く 博'、 均'一 ブび'!ヲソ ン＼oワ準〔才穿1品1・ロ・5
大 量1・'腰 、し 翫 砺 相 舳 のPEPcαrb・ ・メ1α・el4、
費K、B株6脇 伏W禰7)樋 瑚 一 備 鰍 翫 てい力帆
従 来 の 篶 鶴 、7段 階 以 払 の 精 駿 操 イ乍、 辰 期 戸鼠(3-4
週 間 り を'叉・れ し、 レ聴 、 得 のれ ゐ 酵 素 勧 択 貿
充 痴 姻 習 甜 η ・kG薩 量1・%の 菌 体 価 約2鴨 の
・内/酪 孫 椋 品 姻 得 のれ て い ゴ<)。 々ミて・、 本 研 吸 で は
悌 一K、 で・き 制 ぐけ 迅 速 ・U・つ 簡 衡 く、 レ楠 犬勧 く 本
酵 煮 の 均 一 標 品 を 調 鰍 鮪 彫 去 を 刃勧 レイも 影K、
イrっ・二L=⊃一ノトァiで'リ〈P一ノoノアト"の ト・』一末 立諭 ♪ぐ・c一 宋 ゴ噛,-1ノミ 1貌役
西巳・=　・1を三夫.定 し、 ・さレフK、 イγっ・ユニ ・ソトTr、。リへDつD巧一ト'、も
化 導 的 捕 ・羽 酵 雀 的 に レフ継 胴 殉 ゆKあ ぞ 屑 のれ'k
ぺ・/フ。手 ド 断`堵 を,分コ析 レ'1〈。 ミれ レフの4ロ 見 と 遺 イゑ 尋DNAに
関/4'ン㌻ 与〔ロ見 し'乞倉 優つせ て ・本 酵 森 の'リつ"ユー二・ソト,ドDリ八〇づ。チド・
の4>/沢 橘i鬼(883ア ミノ醸 ラ猷 基 班 雁 定 一1釈 レ 賦 ぞ・き牧 。
囑 三K、 甚、貨 ア ず 口 つ"苞 用 い 衣 角芹赤frを鱈 毎 い 、1触'媒
拓 性 に,勤 砂8ス う'沿 残 甚 の づ 欠 構 長 上 の粒 置 創 噂
勝 飾Kぎ っ て 惟 足 レk。 寺・k、賜 鰭 の の 姻 覗 隆 姻 葺、
あ 操 △唖 而uし 嶋 のPEP・ 鼠rb・xγtαgeの




ホ。リ へ。つQノγ ト"の 一)欠楢 黄し・Pぐ才佳疑_,さ此しでv、ゐ5ワ)oA.
hldul(λrtSρPEPcαr』o×ヴ1αs巳【薪、誹iべ'杁 限 リでt守 工 くフェ
ワ 勺一 を 揖 《プげい55)恵、て・、 夫 月砺菌 鵡 煮 庚 対 ㈱ 勺 ψ あ な
(孜 工参 霞、)。 そ ぐで 第 四K、 犬 腸 菌 酵 素 とA .〔1(tuLαrしs
酉縣 の 一)欠 構 凱 僻 交 し、PEP㎝r』 ・×yしαseの 一 ♪欠







IL.赫i料 お よ 伏'方 ヲ去
工[-1.更 験 赤才料 〆
(D試 薬
PEPシ ワ ロ ヘ キ シ ル マ ン毛 二 う ム 塩1づ 、CヒLrkとkirbyの
方 ラ去61)K従 つ わ ト研 呪 望 で・含 威 され 、 保 蒋 さ妬 てv・でく七の
を 用 い イk。 本1研 現 で・冨 、PEP㌧ づ、全 て シrフ(}〈キ シ1レイ ン毛
ニ ウ か 塩 ・を 用 いfく ・PL一 ホ ス ホ 糺 醸1つ ・Wα 暫er-Jαure器
の 彫 払62'K従 っ て ・＼"リ梶 、塩 ど レて 含 成 さ献 保 伽 れ て
㌔派 も の を 、 プ劃 肱 塩 圓 ・久 ズ 便 用 レ寸k。 本 研 勲 唱 、
ボ ス ホ 糺 蔽 臨 叙DL棒 を 用 ・・τく。 ホ ス ァ璃L酸 の 足量 口、
訊 料KGO%過 塩 奏 蔽 を 加 λ論 妬 乞 画 κて切0熱 して
畑 水 紅 解 し、 遊 離 レ惣 扱、機 り酒 貧 創 ン・轡 ド 毛 リブ ゲ ン
酉皮 ラ去63)Kよ っ て 是 量 イ な さ とKさ リ 肩 好 っ4'k。 ヲ・につ一ルー
C。Aば βim・nヒ βhemMの 左 卸4)K従 《 疹 威 レfく。
L-一ア久 八〇ニラキいン蔽 イ トリゥ ∠へ、 ス トレ/フ。トマ,イシ 》 石荒 西疫塩 、
NAD日 は 協 和 酋務 酉善 工 蒙 社 よ リ 購 入 し仁 。 本 研 尻K
おv・ て1皆、L一 ア ス 八〇ラ キ"ン 酋皮一1を命 て ナ トリ ウ ム 塩ガを
硬 用 レ牧 。 榔 ピ シ リ ン す トリ 乾 ・畑 押 月 裕 梨 菓 社 ふリ、
Coorγ しαssiebrihiαrしtblue(シ 、 六フ"ン シ ♪レrフ てコ リ ト"、





HEPEβ 、L-1-(ト シ ♪レ ア ミ ド)二2一 つ エ ニ.,レエ チ1レ つ ¢1ロ メ手1レ
外 ン 描 鮒 げ リ セ ロ ール2-1ノ ン 蜘 皆 穐 甑Ckemlcd
ネエ さ=リ浸 れ)を㌦ヒし 臥肯 入 しイ〆くoβepk(瓦rOse4B、 βepkαrose
CL-6Bな つよ てノい'βepk(LdexG-50(firte)1守 ・Pkαrrrtcしcl(L
FIneChemicαls社 よ リ、AG50W-X4(マ/ず ス んooメ ッシの
陽 属 ン 交 換 棒 は 、Bl。-Rαd社 よ り、 々れ グ れ 購 入 し†k。
イ ミ1酉 夜 自 鋤 分 胡 用 ア ミ ノ酉疫 ヲ昆倉 才票 多 藝夜1オP未 の煮)社 よリ、
0、2%3'(2一 ア ミノ 工手,レ)イ ン ド'一ノレ ・!診フ冨4Mメ9)ス ♪レ才・ン
西倹1まPierceChemi(二 α1ネ 上 よ リ 々 中い ゼ しレし 學藷 入,レイk。 甦 一
工 季 ル 毛1レ ホ リ ン わ・よ μ・ トリ 工 手1レマ ミ ン は 、 凌 申しンゼ れ 、
二 比 ド リツ(20肌 略/鴻)と 伯 看間 還 ヲ九 彼 孫 留 し、
さ らK水 西皮化 如 リウ ム も 加 菟 て 再 養、留 レ旅 のあK使 用
レイ<65も・アミノ酉皮 酉己列 ヲ尺是iく用 》・fくイ也 の多式集 は 、
「アミノ酸 邸 列 択 髪.用」 の 抱 の な、和 光 糺 集 工集 社
を/畑 半 帽 磁 薬8・社 詞 巨岳入 い 餉K精 製1乃 越
収 々の 材 便 用 し仁 。 勧 絶 の試 薬 恰 知 光 糺 薬
工豪 社 蔀 は ギ粥 跨 薬8・ 社 さ・/購入 し旅 。 毎 お 、







の9'ン ノ＼・ワ 質 お よか 酵 旅
、。Ucin.E1は 、 βckwαr枢 ヒHdlnsk1の 左 ム66)K
牙走 い 、 犬 目島菌K-12由 来 株BA1(?rZ(H千rH/ColE1)・U・ レフ
査由 弘 し、 乃抗 要 ろ}直」(40一 る0%/飽 訴口)1くさリ都 左卜精 鰍
U磁 の 乞 用 ＼承 。 ウ シ 脚 臓trypsi鼠 ジ'つエ ニ1レ
知 い 寸'ミ1レつ ロ リ ド 処 埋 も 竹 イ初 ゴkも の)俵 鞠 楓
Che臨 αt粉 リ 購 入 いWαn魅Cαrpe鵬r嫡 が)
K究疋 っ て、L-1-(ト シル ア ミト"う一2一フェ ニル エケノレ ワロ〔1メケ,レ
躰 ン て・さ 妹 処 狸 レ秘 鵡 母cαr』 ・xγpep七idα5巳Y
〔皆 坑 リ エ ン タ1レ 酋苓母 工 一業こ井Lざ リ 巨藷 入,し、Leeと
Rl。rdα 汽 の 方 劣68)1〈 従 っ て/曽 つ・鮒 手 ン て・処 視
し怪 熔 血 煮 α1』um』 帆 脚 月蔵cαr』・×yp・ptldα5e
A(ジ'イ ・ノつ。Oヒ。ル つ1レメ'Oリ ン 酉笈 処 ぎ里 も 腐「『で」っfく、毛ノの)
お 岬"タ"イ ズtrンps恒 漁lbit・ 円 皆・ β1望 α
Che厭 測 社 さリ 購 入 レ旅 。 つ・引 ℃'臓 楓t碗e
dehソ己r・唱e照5eお よ び"↑ タ 月埠 臓car』 ・メγpep伽$e
B(ジ'イ・ノづ・ロ ヒρ1レ つ ル づ柄コ リ ン 酉長 処 チ里 を 肩 一}び〆ク1λ、一セノの)





立一2.穴 腸 菌 林 と 始 堵 褒
本 研 帆1《 お い て 、REPcαrb・xylαseを 調 製 茄
でく(め1《 用 ＼!、でく 大 尽易 菌 オ『朱t才 、JA200/pLC20-10
(Fτ+,1二⊆L⊆」全L,[e.しt,tトtr・,△雌[/COIEI-2ρ ≦≧+)50)・69)
お さ τん'PCR1/pS3(F-,recA1,PP≦ ≧二 星,せ 亘 う虹
し旦u・ 幽 ・ 竺 」/pBR322-R匹 う5Pて%々 ・ こ勅
の飽 株 は、 姐 グれ 、蜘 ラ琢 棟 舶 諮 り大腸 歯K-12
株 の 縄 考 系 鈎 衝 を 組 込 ん ゼ ワ・御 ミドpLC20-1・50)・69♪
あ ろ ㌧・1蕎pS35P儲 つ ・ 蔀 、JA200・PCRll手 い!ψ
申し毛/プ文月搦 菌K-12由 来.株 で あ そア。
菌 の 垢 衡 く 用 、虫 孜 体 垢 地 の 組 威 を 表 皿K赤 甘 。
菌 イ本 を5ht£ のL-br・oth液イ本 歩舌歩』K接 種 し、370Cて"一夜
撒 し う 堵 褒 旅 の ち 、600配 の 液 体 倉 威 垢 地 ぐ 前 堵 震 し、
.～れ ・乞 ぐ～レつ1く10オ の 赦 イ本・含一威 う告夕』{《禾多 し、28。Cて"12日寄間
















振 助 垢 褒 しで∴ 兼体倉成 晦 凹ぽ 報 ケ吻 ゼo)K物
KA畔 αku小 ・用 、・脈 微 量 盆 属 妬 捲 赦7P齢 伊 以 和 く
示 イ ヲ勧 醐 腿 佃 対 く(搭 奴1乏 あ 側1〈 鰍f〈 雀 骸"
示 す)、JA200/pLC20-10の 堵 褒 の 場 倉 ・ の レづ 一 ス ・83;
ロ イシ ソ、14-Om号;トレイニ ン・140限各 ろトり!フoトファ ソ・70帆号ラ
∠・ノ田 シ ン、7・ 阻曾;バ リ ン、7・ 眈即 押 ミン 塩 酸 塩 ・2肌 乞・
PCR1/pS3の 場}合 、!フ"ルづ一 ス ・53;ト レイ ニ・ソ・100「㎎;
プ1レキ㌧ ソ 、1・ ・ 肌号;訓 シ ン、8・ 暫 好 ミン 塩 蔽 塩 ・3㎎ ・
そトf〈、 つoづラス ミド'ノ{,呆才寿 菌 の み を 選 択 臼勺`く す勇 　直 ぐ(ゼそ7fくめ ・
」A2・・/pLC2・-10の 堵 養 で・け ・L-br・th赦 体 瘍 畑 く
cOllcinE/を 、PCR1/pS3の ず音褒 て・1才、 全一て の 躯 イ1～一堵 疑LK
2・ノ 留/m£ の チ飯1〈 宥 じoシリン を そ蔽 恥 慨 イk・ 鎌 彼
得 軌 惣 歯 棒1吾 、100副 丁ヒls-H2SO4緩 衡 孜(pHワ ・の
も 用 い て 究 浄 添 の あ 、 必 蜘 寺 孝て・-80.cて ・〉勲 活 保 得 レ儒
皿一3.PEPcαrL〕Oxytα5eの 米青聾と
(D〈 キ シ,レ βeph①r。seの 含 威
PEPω ・』・xγtα・・ の 精 鰍1く 用 ・・fG柄1レ ーSe{αr・ ・elま
βeph・脚5e4B苞Mαrck励 方3表7z'K癒 ・郭 い イ 》 て"



















図1.Seph(1roseの ラ右'卜生 イし 反.1託 お よ てパ∵灯 ・ソ!フOリンワ"
麟 ・の想 是 図
飾 づ・リンゆ 哲 ゲ とKよ1ノ倉 成 レでく74).ラ創 生北 反応'わ よμ"
カ》 ワ・リンワ・反 鳶1停 、 図1K示 す さうK進 竹 イ な と 考 丸の れ ・て
v・ろ75)。 堵暑 ら れ'でく ・ヘキ シル ー βeph(】ギOseの 解 謁佳捧 一をYortと
51蝋 。nds碗 脚6)K従 っ て3蔽 レてく締 果 、 解 離 窪 の 薇 度
1つ、 与 ・',レ1rγし毛 ㌘)ゴrくリ19、6ノ μ夙olて ・を)・っでく 。 ゲ',レt葺、Q・02%
劇 乙ずトリウ ム 水 秀 赦 中K懸 角 い4.Gで 株 得 しでく.
(2)PEPcαrboxγtαseの 米青曉と才粟 イ乍
才柔 イ乍t守、4≧一て0-∠ レ。Cしく"わ㌔・て 宮「rプ♂つイ<o
菌 体 乞1穿1寄"穿 鯵 量 の1・○ 醐T・15-H・SO4緩 衛 …夜(pH
私)(徹 衛 赦A)1《 懸 舶 レ、 終 ラ霰皮 勺"10醐1く ブ訪 さわ1く.





Kき リ・1'000-L350kg/?胤2K畑圧 レマ 菌 体 を 破 砕 啄 ・
14'ooox㊧、30分 間 蓮 、蝿 か離 レて 」影 看 を レリ、 沈 殿1才 、
・ケ量 の 緩 衝 荻AK再 び・艇燭 レて遠 心分 離 レ 勧 膨 軸
先 の坊 肴 ヒあ わ ゼ て粗 醜 孫 孜 レレ衣 。
粗 酪 煮 拠 ・、 徽 終 撮 脚"2%(w/,)1く 筋 ようK硫 醸 ストレフ・ト
<～・イ シ ン ク」く・ヲ)蓉一赦(20%)琶 閃ロ え 仁 。pH6・6K煮 ∫勿 よ ・ラKO・2M
硫 蔽 を 畑 脈 効20ろ 澗 撹 群 し、還 、翰 離1く詞 核 醸 琶
ストレづ・トマィシン しの鵜 含体 の 沈 殿 とレて 除 、承 。
髭 者KO・1MTrls水容 敗 卯 硫 て 再伏p脈4K倉 わ脈 のち、
硫 醸 了ン篠 ウム麗 和 水 捲 赦 を カロ奴40%飽 和 とレ旅 。
30硫間 撹 群 レ旅 あち 幽 腋 卜離 レ、 始 上矯 な どっ衣 。 勘
上宿1く 栃K航 欧7ン 毛勾 ム 鱈 ロ水秀 液 夘 倣 、52%飼 佃
とし、 撹 秤 、 遠1▽分離 レて 肋 死 殿 逸 ヒo脈 。 究 殿 む ノ瞳 の
鍛 衛 敢Al・ …疹 解 し、25-50楷 容 の50醐 丁,i、-H。504
緩 衝 孜(p昨4)K対 レて 一夜 透 祈 働 そγあ 牧 。 勘 間K
ダト乗こ・を.1回文換 しイk。
透 赫 彼 、 最 終 薇 度 姻700mMし 砺 儒 わK航 酉飴 沃
ニ ウ ム を 閃ロ クし、 〈 キ シ1レ ーSepkαro～eカ ラ ム.ηロ く～ト η"「1/フィー 覚
竹rr♂っ イk。 ヘ キ シ1レー βepk(λrose刀 「7ム(3、1x1「 入6cr几)も 、






痴 撫 閉胤 鰍)て ・平衛 化 し1贈 称レ繭 二52縦 和
航 蔽 イ ン篠 ウ ム 分 画 孜 泡 知 焙 。 べ・ッ ド 鯵量 の 約1。 楯
鯵 量 の 開 施 餐 赦 て・形 ム 彩 先 ヲれ 牧 の 佐 齢 膨 容液K
さ 向KIOm.ML一 アスハ。ラ ギ'ン西皮 を 含 宙i疹 稻佳 ヲ餐ii夜1〈切 リ
換 え 、PEPQαr』 ・xソ1αseを ヲ容 飲 さ脈 。 斑 ラム1を、 ぐ徽
㊥lqOO醐 硫 醸 マ ン毛 ニウム も 含 む50%(〉/v)エ ケレン
η"リつ一'レラ落液 て"ラ先 ラ穿 レ仁 。PEPcαrbo× 〉!t(Lseラ告4生を含 ず♪
画/か を 集 め 、20mML一 アス1・。ラ ギ ン醸 およひ・20肌M硫 蔽
く～!フ'㌧ネシウ 〃・を 含 ん'100rγしMTセls-H2β04.緩 .種了兼(pH7・∠ト)K
対 して!夜 透 ガ「し、 メンワ・レン つイ,レワー(Dlαfbメ ンづル ンPM30、
A肌lc。n社 傷わ 側 ・・て 濃 編 レ惣 。 〈Pづ啄 ド餌 舷 竹 ずの
名式料KOい てt才、 修 分 手 物 債 を さのKて ・きな 汽"げ 除 く牧 め1く、
20rrしML一アス八σラ キ"ソ酉灸 万よ杁"20mM巧 益酉笈 マク"ネシウム な1含古・
1QOrrしMTrls-H2β04緩緯了}夜(pH7・4)てい平 衡 イ乙レf(5ep}■αro5e
CL-6Bカ ニラム(1・3x77c肌)を 用v・て ヒブ}レヲア逼Lrフロマ トワ"乃1フィー を
行 ず」っ蘇 。 得 の れ 脈 醜 葬 椋 品 しで、 硫 酸 ア ン毛 ニウム な 加 菟て
競 蔽 了ン彩 ウム60%飽 初 の 懸 ヲ蜀 敢 跡 て4・Cで 裸 得 レ旅 。
酪 煮 縁 品1乞 ミの 条 ・件 千 か 、 拓 性 を 失 ウ ミと 毎 く'ケ毎 く と七
一 昇 間t詞 呆 得 筋 吃 伊 で きf(.採 得 し旅 酪 際 甚 実駅K 、
用 ・吻 場 伽 嘱 、 以 下 の 処 裡 を 行fあ 択 。 酵 察 の 縣 蜀 灘
・・21
Date
・慢 の 緩 衝 孜A'K雍 解 レ、 撮 終 ラ瓢 梱 剛1砺 秘 つK
ジL牙ズ トレ,イヒニ,レを 閃ロえ、q。Cで10寺 間 郊(盟 レf(。々の傍こ、







装 殺 反応・糸 宮 用 いて、/か光 啓 的
K側 足 レ旅41)。 秀 陛 劉 定 鳳'
i夜の 組 威 も 散 皿K赤 す 。 本
酵 麹 を 初 才べ'勾 凋 協 在 下
PEPcαr』o× ソb,5eの ラ壱'陛 ヲ目」 定









で ヒま趣 め て イ啓v・ラ多'}生し・口・示 さγげv・の て・、 反1託・多夜Kヒ ま づ旨庄理 臼勺
イrフ才 バー9一 で あ ろ ジブ キサ ン 四)を 知 菟牧 。 酵 係 ヲ容1夜一を 除 く
顧 液 を30・Cで ワ・囲 ン短 ベー シぢン しイkの翫 酵 察 験
乞 勧 ロして 顧 噛 閉 施 糧 、NADHの 酸 化M物rう340脈
の 吸 光 度 パ 威 ケ 速 度 を 剥 足 レ偏 ・胱 度 の ヲ痴 速 度 の 劉 定
1て}、EliL12∠←型.手fく1才220型 分光 光、度.宅す 一乞 用 ＼/・、NADHの
340n肌 の 吸 光 椿 数 一と収 も脚 ・6、220M-1・眠一1蝿 ・・仁 。
勘 側 定Kき リ、 険 周 一.携 鵬!のNAD日 を 蔽 冗巳筋 拓 性






U-5・ タ ンノ＼○循 扮 μ・'PEPωr』。xγtα・eの 鰻
精 鰍 裸 作 中 の タ ン1＼・り 質 の 更 急 守、 ウ シ 膨 覧α1』u而比 も
橡 葬 どしてBrαdfO繊 の 彫 ズ8)K従 って 矯 毎 っ でく。 爬 の
/か才町Kづ ろい て1を、 將K示 さ'rJv・F艮.リ、PEPc(Lr』)ox)/し(Lse
お よひ・唆 の く・づ・イ ド 断 片 σ 、 チ威 圧 千K更 ラ麓 ・係 蔽Kま リ
110。C、24一日寄間 閃ロ水 侮 角早4夜!アミノ酉侵翁 病 苞 竹 毎 う ミとiく.よリ
定 量 レ旅 。
巨Dう
n-6.!ア ミノ酉皮/iか＼フト∫丁
通 沸 の ア ミノ敵 餌 恥 、 伽 和 精 囁K-10レAS型 ア ミノ醸
盆 ナ町誹(ワ ン閃 ラム 菰)苞 用 い て 行 毎 η でk。 トリつ。トつブンを
定 量 〆ずゐ 場 倉 の み 、 日ゴ五KLA-3型 了 ミノ酉皮 分 左宜多士(・ソー
カ ラム ヨ去 ⊃ 苞 用 い・fko
∬-7.電 気 ラ永.働ゴ ・
ホ0リつノ1フリ ル ア ミト}∀ア"♪レ 電 気 ラ永.重力1守、Dqvisの 方 ラ去 ワ9)kえ走!フて
竹 毎 η 寸k。 βDβ 一 ホ。リ ア ワ リ1レマ ミ ド ゲ[レ 電 気 ラ永 重力14.Weberと
○ 、b。阻 の 方 広80)K従 っ て 灯 γ♂っ 脈 。 泳 勧 履 の ダ ン1・oワ質1才、
N。23
通 潮 を、Cご ・肌 びssle'』・lhlαht』lueR-2`Q舖 ・・礫 色 レな ・
胸 くρづ・才 』 ゲ1レ 価 の 回 ハ編 、Weberと ○・b・rM彫 煮81)K
え疋 っ で ヌそ ず」!フf(。)々 のF多条 、 声ア㍉レ の 中 の ボ㍉ノへo/フoイド の'ベ ン ト"1さ・




皿一8,ア ミノ酸 配 列 の ヲ縦
ホ・リ〈・づ啄 ド のN一 末備 了ミノ酉皮残 痢 、G・ αyの 筋83)K
え疋っ て、9・・ンシル りみ1くよリ ラた琵 レ牧oワ"ソ シ・ル伝 了ミ1酉皮 儲、 ホoリ
ノ/ミト・'ニン欠ラもTLCKよ リ 同 定 レf<84)
。 自軍力Edm,(xr1分角早1守、
ApPiledBiOs>!sternsrれodel470A気相 つoロイ/ソ シーリ エンィγ一
(柱友 化 導 望 琢 総 含)研 報 荊,望 琢)苞 用 いて 腐そず♂つでkoつ エニル/
イイ ヒノヲ"ントイ ン ー!アミノ酉隻1で、DuPOntZorbαxC8刻 っム 、
酢 醸 ず トリ ウム を 含 膨 鯵媒 糸(pH4・5)苞 用 ・・、 往 ト外 リ・レの
38-65(%(v/〉)の 后受下皆白勺 濃 覆 囚 西1乙Kよつて 展 開 〆♂ろHPLC85)
Kぶ リ1司定 しゴニ(。 βDβ 声ア'㍉レ勺・レフ回 彬しレ快 くρ!フo才トご断 片 のN一 ラK.
ウ諭々亘歩或 の 一7ミノ酌隻 配 　llゆ、Welrterら の 方 ヲ仏8ωKヌ 走っ'て
9・ンシ ル ーEdm飢 ラ玖K測 ラ丸定 し脈 。 〈ρづ啄 ド の 了 ミ1蔽 配 列
1守、Gmyの 猛87)1縦 っ て タ"ンシ 頗Ed爪 αn御 砧 リ・ あや






立一9.'N一 繍 わ よ 杁・C=繍trγP至 而 解 ぺ吻 ド～の調 製
N一 ラκ」1{続!およ1ンいC一 末.'鋲齢trypsirt/か角早く9!フoイド1誓、2ζα』irしと
FOwterの 方 三去89)1く従 っ て 言周 製 レf<。C-・ 末備trypsin分 解
椚 ・イ ト'磁)欠 の 枷 ・して 調 雪姥 し斥 。o、2Mり ン猷 イ 団 ウ ム
糸笈縛了多夜(pH8・3)Kダ 〈1レて 透=才倉 レイ〈 糸勺 「7n身のPEPoαrbOxソし(瓦se
を 含 莇 駄K、915M㍗ 焔 酸 ワ・イ ガ ソ 即 λ、 才鰍 レて
捲 孜 し し教(落 量1守 約1、6認 癬 っ ω 。 氷 〉令 履 、18m牙 の
撫、水 マ レイ ン 西皮 を ラ」口菟 ・fく。 凌の 侑灸、 ∠L。Cて・15うか閉 方父」置 しぞ、
酉巷煮 の 了 ミノ基 を マ レイ,レイヒ、レ†気。 ミの 間 、RαdlOr札ete・rネ工
丁ltrαti・nA・semblア(丁TAGO)を 用 ・・て 、1M水 酸 化 ずトリヴム
水 ラ容一i液宝 肉ロえ 存 ぐとK㌫ りpHを8、3Kオ=呆/フf(。OJMリ ン酸
づrトリ てフム 糸長 そ重雪i液(pH8、3)K・ 支寸 レて 透 外κ ノずゐ ぐと1くよ リ・
塩 醸 つ▽ ニ ジ ソ 伽 μ ・ 反 応'畠1性 威 剃 を 除.・f(の ちK、 得 の
叱しf<<～レ∠♪レイ乙酉孝劣ミを80珊 のtr>!PsirLで・於 角1早レでく。30。C
で1日 寺間 インキ ュ ベ'一シ っ ン レな の ち 、80ノμ号 のtr/psinを 反 底'
ヲ昆1夜 に 再 が・カロ久 、 オ ンキ ナベ'一シ っ ソ を さらK1時 間 続1ずfく。
攻の ク貧 、 」bと「司 オ茅・にpH『 Σ乃呆あ ずξ・)ぐわ 、24帆 喝 の 雄、ブ}( レ々イン
鰍 卸 砿 、 生 成 レfく飯 のtワP・ 派 命 解 く・つ・イ ド 婦 イ ミノ基
な ぐ レオ1レ冗し レfく。)欠iく 、 ヲ落 ラ夜K酋 乍 酉蓑.をづ」{ユズてpH逸3、51く




勧 小 じ めO・1M酉乍醸 で轍 了化 し窃 畝AG5・w-X4の
4]ラム(E⊆ ρrto-Colurrtr丈〆PolγproPγlerteColu吼rt・Blo-Rα4ネ土
・製 、 バ ・ソド 容 量7m疋)1く ラ赤卜労ロし雀(。O、1M酉 乍蔽 を カラム1くラ記 し、
陽 電 筒 を 掠 毎)・ 〈・つ・イ ド の み 姻 如 ラム1く吸 箔 圃 、・ぐ彫
剣 用 レマ、 唯 一!フ 伽 ギ'ニン 　茂蕃 裳 撚 蜘c一 宋焔 く・つ・イ ドを
ラ疹 出 さゼ 衣(雰 鶴 夜 の 鯵 量 、20mZ)。 得 のれ 脈 ぺ・・フ・イ ド 博 、
裕 液 乞 竣の 初37・Cで ・30日詐 訊 イン形 く・一 酒 ソ イ 釈 しiQリ
脱 マ レイル 化 処 裡 レ牧 。
N-=末蜥trypsln分 解 く9!フ。イ ド'の名周鴇とKおv・ ぞは 、再 マ レ/,レ
化 の 代 わ リK・t・ メP・in〃卜解 物 苞cαrb・・7P・ptl・城 ・eBで ・処 狸 レ偏
ミれ 以 外1ぞ 二 と同 じ 操 イ乍 を 竹 π っ衣 。 イ 毎 わ ち ・ 約7肌 号 の
々 レ棚b酵 稿 τryp・1砺 解 物1く 、8・珊 一r』 ・xγpep七1ぬse
Bを 加 え 、30。Cて ・2日寄間 ノソ キュ〈・一 池 ンイ 釈 と1くさリ、 企 肋
trγP5in命解 くρ!フ。チ ド のC一 ラKす嶺 の ア1レギ'ニン　技答 を 除 いf〈。
ラ倦 取1く 酉乍 酉疫 匁 づ10えてpH「 乞3、51く 宕周 整 し、還 、▽倫 寓佳.4貧、
上 宿 乞A650W-X4の カ ラ ムK赤 畑 レ蘇 。 ○、1M酢 酸 乞
づ」ニラムtく ヲた、し、 σ(一つ7ミノ基 如"く7レ、イPレイヒ、ぐ(軋て、》・ゐ 牧 め ヒくロ佳一/フ
陽 電 筒 逸 セf(灯v・N一 朱 飾 へ。づ。イ ド も ヲ容 出 さ{牧 。 偶 のれ脈
くρづ・才 ド1叡 ヲ鯵 液 逸3ワ 。Cか30崎 間 バ ンキ ナベ ー シっンイ ん こと




皿一1・出 陶 栂 レ循 時 ろへ吻 隔 伽 勧 納 切断
PEP(〕αh』o×〉!1αseのじドロキシ♪レマミン命 角尾1守、Bornste・1民と
B(λll㎝の 方 ラ去go)K宛疋っで 名イず♂/フf(。PEPcαr』o×>4(Lseもスκ1く
タ寸して 透 才灯 レ、)東 糸吉算乞・メ柔 し兼。これ 乞 ノ 度 トリ!フ,レフ「d西乍西灸K
搭 解 帳 、 トリつル 和 酔 酸 苞 除 去 砺 処 狸 宝 腐争 あ 偏 肋
処 埋Kδ つて 切 断 収 率 姻 叡 イ」ゐ 毘 姻 報 物 れ マV・な65)。
ぐの宕式料 苞、6M歩 拓 酋俊 つ・マニ ジ ン 方 」てλ・2Mヒ,ド ロキシ,レマミン
薙 酒使歩監 宝 含 Φ0、2Mk2CO3-LiOHクki審1赦(pHg、 ○)1く、
9川.り 咳 濃 度 伊2肌 各/祀Kず 物 さう{《審 解 レ、45・cて ・
4時 間 インキュベ ーシっン レ斥 。 キ"酋女 宝 て加 菟て反1託・屯 正 め 、透 析
Kき リメ堅分 を イし倉 域勿 匁 除 いイヒo
西つ
且 一11.PEPcαr』oxylαseのDACMl(よ う ハ暢 な卸
ノ 箱隻K 、 ワ'.1で)り質 のS日 捲 ヒDACMし の`反底'口 、i氏11Kイ 、す










反鳶 式 彫 偽 てイイむ 勧 と考筋 れて、吻9・。
PEPcαrbOx>・しαseを 、O,1MHEPEβ 一N乱OH糸 象牌了邦((pH
8・o)K対 して 透 荊 レ 徽 終 搬 段 ヤぐ1醐K毎 恥 わ1〈硫 蔽
4ン サゴ ン 水 ラ砦 赦 お さ杁・/争βH捧.の2、4緒 毛1レ亀 剰 のDACM1≧
加 久 マ、300Cでqン キュ ベ ー ショ ン し旅 。 反 底'赦1〈 ㊥1〈 他 の
1綿 耐 切 乞 加 妹 場 合 し守、 「結 果 」 の 璃 く 物 都 度 祝 レほ 。
DA(ンMヒ ま!7・ピ トン ラ鯵 ラ夜 と して 知9λ 哲 。 徽 終 臼勺 毎!7イ乙トン
チ張_ア隻_し'ぎ5〔ン∈)(〉/〉)ていあ/フ「二(。 つノ遭乙トン、・才、 本 酋巷際(ハ!デrフづ一
べ'ワ'と しくも 秤 用 レ77!ぐ の 条 件!Fで の 酪 煮 のPEPlく 対 イゐ
Krn値1守 約1頃Mで あ ・りτく。 栂 飾 反応 σ、 象 賓冬 搬 度10爪M
の ジ手 イ トレイ トー ル 屯 反 歳・ヲ昆 液K夷 〇九 々 ミLlくより」Lめf《。
癖 』の 試 薬 や 訓 蝋 瑚 を 除 き、 刃・η 、 伽 ロ麟 糊 を
スり シンイ ミド 托環 の 閑 手案 レ旅 賠 足 毎 反 鳶 物 係4奥 久 ん(式ii
参 甲召、り 仁 めK、DACMて ・パ1魏矩 レTく酵 系 な0、1M一斤is-H2SO4
糸致纏了衆(pH9・0)K玄 寸レ、27。Cて"20日寄PI昼透 才f「しfく91)。
皿一12・DACMて ・勝 飾 レゴkPEPcαrb・×ylα・eのt・ ソP・in分角尋
DACMて いか参鱒 しイkPEP⊂drbo×ylαse屯 ・ ○・1肌M偏 イし一μル
シウ ム も 含 る'odM倹 酸 ブk係 硫 垢 ニウ ム タk発 叡K対 して 直 祈
しゴkのち ・PEPcαr』 ・刈 αseの1%雀 量 の 鯛psl唾 鰍 、
・。28
Dalr⊃
3ワ・Cて復 日糊 イ'ン蝦 〈・一 湧 ン し旅 。 如 犠 再 μ個 量 の
tr>/psirt屯調ロえ 、,インキ・ユベ・一 ション を3ワ 。Cで く(1ラK4一日i与艮目
続1ずf(。 夜 鳶 口、 友 穴巧昆 赦 を 》東 結1乾 燥 イ る さじKよ リ




DACMて ・才票識 くr叱しfくtrメpslnうか角早くρ・フ。イ トご～手HPLCK
よっ て 分 庸佳 しイ気。HPLCし 守・SpectrαPhyslcssP8ワoo
傷1速 多夜イ本 ワてコく～トノブニラつ 苞 用 ㌔・て 牙「fイ,Fっfくoイフrン荻 綾.HPLC
で 貯、 東3羊噌 蓬 工 蒙 丁βKDEAE-5PW幻 ラム お よ伏 炊 醸
水 系 マ ン毛 ニウム を 含 宙 ラ餐媒 糸 屯 用 い哲 。 へρ・フ。才 ド 百 、25。C
O、5m£/漁 の 流 速 で 、40倫 間 て・10mM骨 ら0、5M艇 ・、)欠K
zoろ澗 で ○、5M勺 ・ら1M尋 て・物れ 射t直 線 的 に 炊 蔽 水 系
硫 乏 幻Aの 猴 度 な 商 くイ ろ 毘Kよ11%劣 迎 旅 。 蹴 旦
HPLCで1づ ・Wαter5AssociαtesアB。ndαPαkC18/肋 ム
扮 於 ○、1%(v/v)ト リつ)帰 σ 酢 蔽 あ 孤 ・1才0・1%(w/v)
酔 醸 イ ン毛 ニ ウ ム 宝 含 窃 ヲ鯵 隊 糸 逸 用 〉・惣 。 〈ρワ・才 ド17、
∠LO。C、1、5rγ記/rれinの 三荒 速 で 、60/か 閉 て"0%'V・ ら60%
(〉/〉)窪 て・ 直一糸泉 白勺 に/デ セ ト ニ・トリ,レ の ヲ膿 プ更 を ま多]ぐ/4'ゐミ』1く






225面 おき忽噸 光 徽(廉 起 畷辰38・携㎡・螢光薇
480rtrγt91～』)空ζ、 々☆化ン乞'㍉レし東 ヲ羊碧 蓬 工 業U>-8r札odellL
倫 光 光 度 計 猫 μ・島 ラ孝 報 作 所RF-530型 衡・光 螢 光 ス〈ρワ
トロ毛 ・ニターr乞用v・て 賛も続 して 追_跡 レrく92)。trγPsin/か角犀物
中のDACM修 飾 くρづ。イ ド の ぺ)づ。イ ド マ、ソじ。ンワいラ去Kさ ろ∠かオ粕 奇、
トリ伽 和 酢 蔽 を 含 む ラ敷 某 純 用 い蘇 逆 相HPLCKδ リ竹
ブあ 牧 。 ミの 分 祈 で畷 、 姻 ムK秀 加 レ脈trypsi汽分 解 棚
の 量 怯 鎌 光 逸 桝 冠rい くPづ・イ ド の 紫 外 ・及収 じ。!りの面 稲 か ら、
DACMで 誘 飾 されイk〈ρり・手ド の量1守 、対 鳶 ・ず乃 権 光、ビ〆り の
面 箱 、初・ら 々 れ,物'激求 めfく。
⊃ラ
豆 一14,つ ンヒ。ユ ー タKよ ゐ ア ミノ蔽 配 列 の 解 莉
夫 型 づ ン ヒDユー ダKさ ろ マ ミノ 鰍 配 夕1」の 解 病 怯 京 都
大 聾 イヒ落1研 帆 苅 誹 宴 織 ・¢ンター1く おv・て 竹 毎!プr(。 夫腸 歯
ヒ ム.汽lduしαrt5のPEPcσ,rboxyl(λseの了 ミノ酋侵 酉己汐亀』も じし卑女.
/ず涯7日看Kl守 、GoαdとK(ユ ヒteklsαの'ア,レづ"リスいム93)苞 用 いて、
で き ん 衣"σ 相 同 性 姻 繭 く痔 ゐ めK二 つ の 配 列 を 並 べ'牧 。
勘 際 の 宅慎 啄Dα γh・ffら の 数 植(陶tαtl・ 民dαtσ
h医α七rlx94)、 』1αs=O、per鳳1七)/ニ8)「 乞 鬼v・て 久「 TJっ イko手f<、.




篶 玖951K従つ て'rc。rレelα七}。hC。ef磁e巨bを 言憬 イ駅'と
1くさリ髭 量 的1ぐ 評 価 レ仁 。 勘 彫 去怯 ダン1例 復 の姻 晒
三)欠構 造1くお いて 相 同'陛 ・姻 調 い 頒 う或 屯 同 更 ・するずくめK
肩 用 て・あ 釈 と伊 赤 され てv・が6)・9ワ)。毎 お 、穴型 づンピュ汐
を 用 い牧 ア ミノ凶長配 列 の 比 軟,し守、 京ラ郡犬 喀イし尊 耕 帆 デκ
人井 龍 、孜 教 才受 、 〈雪川 逢 博 士 毎 向御K金 沢 大啓 医療 牧 術








皿 一1.う 精 鰍 ラ表 の1玖.良 グ
申 壱青 ラ看 ら の 刃折呪 窪Lてツ4、 大 只易 菌K-12株 のPEP(ムrboxγ1αse
の 遺 バ云 寺(22三)も く～1レケ づヒP一フ・ニラ久 ミド'(ColE1およμ"
pBR322)齢 御 一 帥 て 卯 一 ニ ンり"レ ずく50)'51)・ ゆ
よ♪フナ♂ づ。ニラス ミド'(そ れ ～そ"中し、pLC2Q-10を つよμ"pS3)客 ヨレっ
犬 且易 菌JA200/pLC20-10お よて寿'PCR1/pS3で ・σ 、遺 ん本尋
僧 勧 堺(昏eれeあ ・絡e㎡fect)し くよリ 細 胞 内 の 糎 麟
含 量 が 亀 く、 粗 酵 察 扱 の 本 酵 糸 比 多 性 姻 、 つ・縁 ミ隊
もf(ずどv'野'卜生 林(W3110)の 約10-20イ 普 で あ 乃 ぐと,!π"示さ
れ てい ゐ σ/ク 「、 天 腸 菌 のPEPα λrbOxylα5e、皆・ 話]ラ県プ隻の
石荒 酉倹マ ンニヒニウム 得 在 千K〈 キ シ,レー βepkcしrO5cビア㍉レ1くq及.i箔ノすや
帆 硫 蔽 ア ンえ 勾 ム 妃 徽 を/角 《イ象 っ 牧 鴛 リガ ンドの
/つ で・あ ゐL一 了 ス八・ラ キ"ン凶皮 を ラ条力ロ!ずゐ ヒ、 本 酉考脅三口=
了ロ スイ リ・ノワ 転 禿多 苞 起 こして 与"ル 切・め ヲ鯵一歩1ずん ミヒ刀・"、
エヌurら1くさっマ 日月 ら ・ロ・Kさ れ でv・ゲ4)。 聡 て・、 フト研 呪 て崎 、
ぐの秀玖ヲ玖を 禿ll用して 、JA200/pLC20-10手fqて}PCR1/Pβ3
廿 ら で き ゐf("、す 簡 梗{く 、 し灯・わ 人量K、 歩11毎 酉考 葬 稽留 ロ屯
調 製 寸 ゐ 方 ラ去 の 確 立 を 宅式 みf(。 ラ呈壷 量13・r号の






し'勧ち、 従来 の精 眺 勧 第彫 突楷 て%筋 繊7涜
ニ ウ ム 分 画 を 竹 毎 っf《 半('寸の 才累8・K対 して、 〈キ シ,レー
Sepレtαrose懐Pラム ワロ く～ト 声フ"乃/フィー を 廓守ず♂/フでkoPEP
cαr』oxγb5eのくキ シ1レーβephαroseゲ1レ〈の ロ及指 仔 、 づ到く
疎 水 的 相 互 作 ・用Kよ 乃'lkめ叫)、 ロ反箔 の 復 倉 一は 荻 得 さぜ な
刃宥し酉倹 了 ン毛 二.ウ∠への ヲ殻1隻1《プくきく/衣 蒋 イ ろoし ヤ(菊寸'/フて、
精 鰍 塀 乏作 苞 で き フ3†ぐ'1う'簡田谷 化 す ん 衣 め1く口 、 撮 も朔 衆 的
1く爾 煮 ヤ・"与"1レ1くq及箔 し、 し切・抱L一 アス1で)ラキ"ン西皮 を ラ恭・力口!ずや
潮 結 っ 縁 碑 よく 鵡 糸 姻 笛 レ伽 餐 凱 マ 〈勧 監 鞍
を て設 定 ・ずゐ ミど 灯・"壷娑 し毎 ゐ 。 竣 ミて・、 鵡 煮 才謀 品 匁
ヘ キシ ノレ βephαr・5e鴬 ム 卿 外 つ物 つ 仁 圓 ・1楠 前K、
荻 得 耗 ゐ 硫 鰍 榔 兎 刃 ム の 薇 後 吃1＼・、・,舵好)Kさ り
検 劉 しゴk。 図2甑 硫 猷 ア ン毛 二妬 の 猿 度 を 殺 化 さぜ数
ヒ きの 酉考・「系 の 灯"1レ〈の ロ及箔 を 、10rnML一 イrス[＼o・ラキ 'ン1簸
蒋 在 下 お よ μ"非 得 在 千 の 嬬.々'恥tく お 碇 禍 バf〈 締 果 を
示 ノすoミ の 糸右果!口、ρフ、!刀ニラ∠へηd〈7ト1フ"そ1てフィー1くお いマ 茨 得
梶 ゐ 硫 酸 ア 涜 二帖 の 薇 蔑 を700mMヒ 設 更 し牧 。
イ ィ手南 ・均、 ミの 薇1暖 て・は 、L一 アス八。「1ギ〉酸 非 為イ王千 て・は
企 酋導 煮 三占'卜生 の 糸勺90(ン6・)べ汀"1レ1《ロ及ラ言さ由しでく・)ぐ、L-一アス





図2.種 マ の 濃 度 の 硫 酸100
マン毛 ニ ウ∠へ得 在 下 て"のPEP
80
§cαrbox>!し αseの く キ シ,レ ー
　
8βepkαrose伊',レ 〈の ロ及箔 ヒ
且
蕊40漁K及 ぼ イL一 マス1＼・ラ ギン
配
10mMのL一 アスノ＼。」ラ キ'》酉皮蒋 在
0600・65Q70Q75下(・)お よ μ・'非蒋 在 千(・)K 、
(NH4)2S鉱(M)図K示 レ桁 飯 の 硫 簾 斜 毛
ニ ウ ム 宝 含 ψ100肌MTris-
H2β04(PHr7、4)ヲ各 妻夜、Kゲ;レ
を カロ 九 、乎 履 了/しレfく。)1(K、PEPcαr』 》oxyしαseの 老9分 業青鰯と矛謀 占も
(レしヲ壱 性9、3)を0、75単4卸 ロ匁 全 量 を1醍 ヒ しf(。 望 温 で・30命
目1具才覚、ギキ イ夜 、 蓮N'倫 萬佳(5,700Xl})レ 、-Lラ…肖の 酋落 有…ヲ右'卜生 を ラ則 定 ワ4・)
しマ 、 酵 系 の ゲ,レ へ の 吸 箔 率 を 纐 てく。
9つ し穴 。 ぐの よう 毎 粂4坪 を 用 い て、 〈 キ シ'レー βephαrOse釦ラム
ワ 破 ト り坊 つ イー な 肩 γあ 哲(図3〕 。 薙 隙 マ ン毛 ニウ ム 侮 画
扱 宝 力 ラ ム1〈 ラ添 如4夜 、 釦 「ンム{〈 ロ及 箔 しで」い9ン1＼ 。つ 質 屯
下余 く牧 めK、L-!rス 八。ラ ニギ ン 函皮 を/含4ナ 」い 開 ・焔 該舞 夜 で
刻 ラ ム も 究 脅 レ牝 。 勘 日寿、 フ㌣ 量 の 廓1・ ・つ 質 剃 器 弘 脈
幻ぐ、PEP(.(Lr」)Oxy1αseラち'陛1守検 歩 さ 山しりr8・ロ、/フrkOPEP
co、rbOxソしαsel宏1硫 酸 了 〉乏 ニウ ム の 搬 度 を 一 ・是K保 っ牧




























































図3.PEPcαr』Ox>・ しcしseのくニキ シー,レー βephαrose刃 ニラム・
η ロ マ ト 伊 ラ づ 仁
硫 醸 イ ン毛 助 勧 植 犠 の鵡 勧 票3・(2,530・筑卵 ンノ＼oワ
噴)苞 、700mM乃 荒酋疫ア ン毛 ニ ウ ム共 得 千K〈 キシ1レー
β・pkαr・e畑 ム(3、1x1ワ、6c肌 、 べ＼ソト"砦一量 約13Qm£)
K吸 指 純 牧 。 職 台搭 敢 を 用 い初 ラム 彩 先浄 し牧 の巧 、
与嬬 下]で・示/す蔚 諏、で 、10肌ML一 アス1＼・ラキ"ン西長を 倉 ま♪
葱聾筆1㌦戯1燃祇。宕『薪M総総雛顕第趨盤お
5'○(%(〉/v)1工乎 レンワ"リコーノレヲ鯵ii夜.を用v・てり口うム'をチ先ヲ㌘
レ蓉 。 ラ賜一歩ii夜の280nmKお1・ 丁珍 ロ及光 度 を 追 顕・(一)
レ、 さのK、10濯 す"っ命 画 し・て 叛の 醜 孫 多'陛 宝 側 定
(●)レ仁o図 中 水 乎 の峰 で 赤、ノ♂直」分 を 集 め 、1デ1レ電 気
詠.動Kさ ろ 糺 霞 検 定(図4)苞 ク「r毎っf(。
才奥 九 ゐ ぐしKよ リ ヲ各 訟 し寸k。PEPcαrbo×〉・Lαse小"ラ落 歩 しr医のち、
刻 乃 ムK吸 指 してい ゐ タン八・ワ 咳 逸 で き ろ 限 りヲ疹 歩 さぜマ し穿う





か り つ 二,レ を50蛎(〉 ンv)含 膨 蓉 敢 を 用 、セ 形 ム 彰 先 身
し兼 。 廿 毎 り 大 量 の ワ ン 〃＼。り 質 伊 ヲ鯵 歩 レ、1デ1レ博 ミの 有夜
く〔らK、Shd七idの 方 ラ云173)Kヌ疋,って 三先 ヲ争 レfくどミろ 、ノケナ'<と・七ノ
4回1停 再4吏.用 ヤぐ く「省ヒ で あ っ ・lkoへ ・キシ'レー 、Sepkαrose刃ラ ム
rフロ マ ト0"ラ フィ ー の 結 果 得1う れ イk酋考系 稽 品 のrしラ多'陛 は
84・3単4立/肌 曾 ワ ン1・碩 て・あ ・)、犬 腸 菌W株 の 瑚 一精 鍛
酵 蕉 核8幽 膨 る 性88剃/㎎ 伽 凹 咳27㌦ は ば 壕 レ・・
加 て・あ 肩k。 各 精 鰍 段 階K㈲ イ ろ 酵 煮 緯 品 の 紬 虚 忘
SDβ一 アド0リつ7ワリ1レア ミド'与㍉レ お よμ・ ボ㍉ノアつ1ノ,レアミト'リデ㍉レ電 気
ラ永.雀力Kよ リ 検 ξ乏 レ牧(図4)。 〈キ シ,レー εepヒαrose力ニラム・Odぐト
ゲ ラ ・フィーKよll得 られ.牧 酉着 煮 標 品 は 、 以 前 、 大 腸 菌W株 よリ
精 鰍 ぐれTく 酵 系 稽 品 ワ4㌦ 剛 購 力度 囲 躍K、 βDSを 勧
家(A)て ・ヒさ1本 の'ぐント"、SDSを 禽一手Trい 看ミ(B)で"、で2本 のバ'ンド
を 与・えf(。 βDβ を 含 二まで♂v・糸(B)の 条4牛/Fで・PEPc〔1rL)oxソtαse
姻2本 の'＼"ンド 苞 与 λ ゐ ぎ死 殊 は 、 以 前 よリWl株 の 酵 孫Kお 、・て
観 察 穂 て お リ、1寸・ン ド(α胴 元 来 の 四)欠構 造 劇 象 特 し旅
/か手 種 、 バ'ンド(b)博 、 泳 勧 中K解 鴇佳 レ汽/か 箸 纏1く(相 当 緒 ゐ
む の と%欠 の れ て ㌧・ゐ41)。 得 の れ 寸k酋落煮 標 品1く1皆、PEP
・αr』・〆ンしα・e以9ト の ワン'・.ワ噴 の'職 ド σ み 帰t一ず＼ 覧 気 ヲ永勧


























図 ∠L.PEPcαrboxγ1αseの 各 茅看 畷 傷と下皆Kお 、寺々 醜 『糸 祷 、8占の
SDS一 ホoり 了 ワ リ ル 了 ミ ド'与㍉レ(A)お よ び"介9り 了rフり,レブ ミド'与')レ
(B)電 気 ラ永 軍力
1,粗 酵 煮 孜 ㈹ 。珊 ワン・＼.ワ賓)、2.硫 簾 ア ン忽%樋
孜(40-52(ン6な 包秀〔1、42ノμ号 ダ)・'＼。ワ 賓)、3.〈 キ シ,レー
Seph(ユroseT1ニラム つてコく1トη"ニラ!フィー の ヒcレワ 画 分(図3・ 参 冒i勲、
7ノ以牙 ワン八。つ 質)、4,人 腸 菌W株 よリ精 鰍 ざれ,旅PEP
αユrb・・ン1α・e標 品 叫)。(B)の 択 印(α)お よ拐・(b)K
η いマ悟 黍 文 参 螺 。
結 果 を 孜 πK暮 とめ ろ 。4fく 、Nで ・は 各 段 階 に お 汀 な 詳 しv・
結 果t守 り百 田る一ノず 巧フ!U'蚊22⊆ を よリノ」・さ毎 〆フ。ニラス ミト"(pS3)1く



































%縫 量137号 の 菌棒 よリ調 鰍 嚥 。
爾 ・の 椥 乍1くよつて、 縫 量41・3肋 麟 価267肌 ㍗ 翫 緻
的K瑚 一 な 酵 系 標 品 働 身釈 し・U⑫旅 。 精 製K軌 な
期 間 し釜.4-5醐 て・あつ 牧 。
レ
日Dノ 皿 一2.PEPcαrboxytαseの 一)欠 構 造
(1)N一 ラに鵡希β亘歩或 の つアミノ酉隻 西己　9玉
PEPcαrboxylαseのノ)欠構 痘 の1噂 的 槍 璃 として、 尋一ず・徽 初K
N一 繍 マ ミノ膨 纏 の 餌 艦 物 っ怖N一 繍 了 ミ/酪 鷲
の 決 髭 ラ参 と.レ・a停、Edrrtαrtラik98)、ノヲ"ンシ ル ラ玖83)毎し圷・手見在,
/亮 ～とK侵i用 ぐ〔れ てv'ゐoPEPcα ヒ』ox>〆しαseのN一 末端 アミノ郵麦
タ曳基 は 、 以 前 犬 腸 菌Wオ 朱の 鴎 藤K/フ いてEdm.αrtラ去Kδ リ






酵 剤 ぐη 、、駕 ・ンシ1レ諺Kよllメ 獄 ニン残 基99)洞 惣 れ で
、脈 。 瞭 レ和 吻 、N沫 備 イミノ蔽 タ鷲 ヒして 切 ン残 碁 を
七つ ダン,＼oク諺〔1くわ・い て1弓、E(大m㎝ ラi友な 用いて∠か析 逸 腐イィガっイ〈
ツ洗念 、 徽 終 白勺K同 足 イ ベ・き つエニ,レイブ ヒ9"ントィンーゼ リン小"
不 愛 定 て・あ リ、 その 同定 佃寸'比教 的 困 難 で・飾 こ圓 寸'加られ て
い ん。 裳 際 、 大 脇 歯w株 の 爾 際 のN一 末 端 了ミ1鰍 　曳捧 の
分 で粕 くお い て口、Ed肌 αn傍 解 の 結 寡 偶 の れイkつ チニ,レイオ
ヒ9"ン ト./ンー 一アミノ酉皮 ・口ぐ、TLCI〈 手ういて ネ笈数 の ス亦P・ソト屯
与 久ゐ ぐし勺"報 指 ぐれ てv・々 2ワ)。 聡 て・、 本研 眠1くお ㌧・て1守
妃 リン 臓 基 む 同 定 で ゐ ぐどの で きゐ り"ンシル 法 乞 用 いてN一 勧 嶺
了 ミノ酉展 夕装蓬一の倫 荊 を クイ寸百っf(。 ヘキシル ーSepレtαroseカニラム
殉 外 η吻 ワ/-Kよ っ て 得 のれ 牧 人 腸 菌K-12林 のPEP
Cαr』oX×1αse標品1く つ いて 窪卜荊 を 竹 毎 っTk。 さのK・ 比 較
の衣 め 、 穴 腸 菌W才 朱 の 酵 係 稽 品 「④Kつ いても 同 的 に/琵嫡 を
伽 晒 牧 。 凌巌 凱 の 酵 係 タ》1・り 質 靭"〉 シ1レ化 脈 のち
畑k姪 解 し、 ホ.リア ミド シート 屯 用 ・・て 騎 シ1レー 貧 ノ蔽 を
同 定 レ牧(図5)。 両 醜 煮 椋8粥 、 助K同 嚇 摘 ξ・＼・処 ン
の ス斎、。・ソ ト を.与∵え、 ノ9"ンシ1レηてコリ ド'のろ}解 梼勿 ていあ 冶 ノヲ"ンう,レ
猷(DNS-OH)、 イロ シン 残 基 のOH基 と 騎 沸 ワσ・1ド躍







































図5ノ ヲ"〉ミ/ノレラみKよ そフPEPcαr』Ox)/1(λseのN一末 端!ア ミノ画皮　蔑答 のノ分析
轡 鶉 鉱 濃o議 黙2別 嚇 イ1(α),(c),(d).(f))およひ・'W株((b),(eレで二くのち 塩 酉皮力0ブ}(/か解 しfく。41暑1ろ))
れf〈 試 料 吃 ホ・リ 於 ド'二)欠元TLCtGっ て分 耕 レ旅 。(c),げ)て ・、を
宅式業斗Kぐ 向 に9"ン シ1レー メイ イ ニ ン 、9'ン シル ー アス'申「ラギ ン 蔽 お よμ・
タ"ンシ ル ー セ リ ン を 刀口久てkQM1-M51皆 、 タ"ンシル ー メナオニ ンの
名秀一導 イ本 の ス ホ。・ソ ト ヒ ・考 菟 ρフ44_を。 イ也 の スホ。・ソト{〈/つい て馬守 本づ(参1忽。
餐 蘇 皿 、 バ ンむ ツ 酒 瞳(9q、ヲ鯵敗募.工、1、5ラも キ"西艮 姑(ヲ容i赦;
〉/v)1ラ 落一「脈 皿 、 酉乍i酉侵=エケ1レ ー メワ ノー ;レー 酋乍 蔽(20:1:1、v/〉)3
ラ賜媒 π 、 薇 ア ン毛 ニ ア 水 一 水q砿v/v);疹 媒 ▽,陀 つ・ワ
ノー ♪レ ーrt一へ。ン9ン ー1キ"酉災(10:10:1、 〉/v)。
了 ミノ翫 ワツ シ ル ワ倒 ド と姻 友鳶 レ他 劇 勿(乞 一Lγs博 ど'の
スホ。・,ト菊"検 歩 さ}レしf(初ぐ、,式一 アミノ基 と ワいソシ ル ワロ リ ド'と"ぐ






残 基 の誘 導 棒 の スホ・・ソト姻 検 出 さ締.セ リン残 基 の誘 導
棒 の スホ。・〉トぽw株 の酵 素 標 品 わ含 め と七K検 畷 崎 想、派 。
勘 めK・ 二つ の アミノ醸 残 纂 の宕秀導 棒 帆 倹 出 さ岨 く裡 就
して、 醜 際 標8碑Kl鈴 手 量 の姻 ・才ド 抽 帽 アミノ酬"
ヲ昆在 しマv・ろ 可 能 粧 が 船 の れ 脈 。 鵡 索 縁 勘 ま ゆ 〉ンル化
を 竹 励 前K・50副 倹 蔽 水 係 マン毛 ニウム1、女寸して 外 純
数 回 文換 レ個 蛎 鋤 聴 廊 の 翫1く 盛リ脱 塩 レ偏 レ帆 、
本 酪 薫 の 保 得 時K怯 縦 性 を採 つ 働1く エフェ卿_の_つ
で あ ゐ じ アス八〇ラ ギ ン殴 屯 閃ロ久てあ/ブイkぐど匂 考 九あわ せ ろヒ、
継 命 を量 の ハし倉 剃 が 、 り"ンシ1レ化 レ旅 酵 素 言式料 岸1くヲ昆在 レて
v'牧Lv'う可能 性1で・%全1く 博 看足 て・き毎 い。 な て・、 酋考索
才豊 品1をSDS一 ホ。リ!ヂワ リ,レイミド ゲ,レ電 気 詠二重力K・ロ・1づて
低 嫡 量 の イ瞼 物 端 をK分 離 し、 ヲ纏 力牧 ゲ 嶋 リ鋤 啄
醜 煮 ワンノ＼・ワ 噴Kっ いてN一 朱備 ・アミノ醸 残 捧 の/か莉 宮 竹 毎う
ぐと防 リ 勘 艦 性 も 検 鮒 し肇 。 ミの 際 で 紡 択'嚇 轡
よく ゲ ル 刃・向 ワン八〇ワ質 苞 才由歩 し、 し督も 分析K適 レ1k試料 を
調 喋 勃 働K、 ゲ ・幅C… σ・sleb・nli蝋b、、e初 染 色
{イ"・)令 却 ・ず釈 とK訓 タン1凹 質 バ ンド を 検 舩 レイk・2・。
ぐの さうKし 矧 賜 締 綜 品 ぱ 寸しぞ、9・》シル 三都 ま州 一知 齢





つ・ リド 切"反 点 レk庄 脚 栩 跳 セ感 メ材 ニ ン お よ伊 伽
1栃 ギ ン(醸)残 基 の誘 削 勧"検 幽 鯨 。 し儲 ・あ て,イ鈴 糧
乃ヒ倉 物 の ラ昆在 とv・う 司有ヒ小生1婆店足 さ卍し・PEPα λr』ox/1(LseKlを
二裡 類 の ホ。リペ)つ。イド 鎖 噌"含 穿れ ていゐ ぐL初"擁 め のれ 汽 ・
彿 、 以 前 、w殊 の醜 係Kお.・ て、N一 繍 了 ミノ衡 購 が 姻 ン
　鶏 一で 紡 ヒ破,紘 て、・帥 ぐ、 ミ締 、 二種 の ボ リペ り・矛ド 幻ぐ
符 在 レf<・lkめKラ昆透し・帆 庄 じf〈も1のと才佳定 され 勿 。
〉欠1く、k-12株 のPEPcαr』ox)/tα3e屯気相 シーrフェンサ11く
卦1う、N一 床焔 イ ミノ猷 配 列 の 左卜祈 宝 牙イ冨 ・フ仁 。 凌の締 果 、
自勧Edrγしαr/うか角早の 蚤一段 に お いて、 二纏 委亘のづエニ,レ手オヒノヲいン
トインー17ミノ凶侵 ま1"遊鴇佳.さ叱して きfく。 し幻、し、 この糸壱果.ヒ」、すつ"
ユニ・.トホ・リ〈Pづ崎 ド とレてN一 末端 のつ・ロセ シ ンワ"の度 倉 が 黒 毎
乃 二種 類 の 倫 各 種 、 イ毎 わ ・ら、N一 末端Uく メケ才ニン残 甚.む
もつ もの と、 での メチオニ ン残 碁 伊 切 断 ざれ 、 メイブニン残 纂 宝
欠 いで い ゐ 蔦 で の み 前看 し冨 里 孟f・フマい ん 杉の を 考 菟わ ぐZKさ リ、
含 狸 的 【・解 釈 筋 比 炉 ぐ・き惣(表 ▽)。N一 知 訓 く メ矧 ニン
残 碁 苞 も・フ すつ・彩 ・ト ホDリ〈2ワ・チ ドのN孫 端 了ミノ蔽 配 列1守、
Me一し一AsrrGlu-Glh-Tyr-X-Alα一Leu・-X-SerA5h-〉α1『
Ser-M・t-LerGty『Lン ・-Vα1-Leu『Glブ て励 々 ㍑ 縦 され








表VPEPcα ・』・xylαseの 働Ed肌 α諭 解
500P肌d耐 つ・ユニ・ソトホ.1ノ〈ρフ・手ド'嵐 相 フ・ロィ〃














































αi遺4一云寄DNAの 塩 基 凶乙ラq旬・ら 才佳定(ざ由し寸kものの 、検 出
され 毎 廿 っ旅 於 ノ蔽 残 捧 。
b収 塾 い・修 冒・η1<ゴkめK正 雁K更 量 づ'獄 加 で き,ず
'ロ、がk。
チ易ヵ倉 、/老 旨 の ホ0リ 〈。/フ。手 ド のN一 宋 す蒜 旬"ホ'レ ミ ノレ基 で・つ"(ユ・ソク
ぐて由しf〈穿 昏1く 毎!っ てv・ ゐ 糎11/ロ寸'tr/PtOpkGれsアn七kαseの(メ ー





CαrbOXγ1αseの場 含1を 、 垢 で 並突 の 収 浮 姻%%て"あ ゐ(表 ▽)
ぐヒ 幻・レフ、N一 末 端 耀 ・つ・ロ旬 ワ され て いゐ/か 手種1〈}ほ とん ど'
蒋 牡 し痔v・ も の と落 久 め れ ん 。Ed頃 αn禽 解 の 締 果 択 更 され旅
N一 末直諭 ア ミノ酉債 酉乙 列11才、 すっ"ユニ・ノトボ リ〈『っ。手 ド'のN一ラK端1く、
由 来 イ んtrンps頂 左卜解 くP・フ。才 ド'を 調 製 し、/か莉 イ ろ ぐヒK
よ1って 刃雇 め られ イζ。 疋αblrtヒFowlerの 方ヲ去89)Kヌ疋 っ て
N味 蜥trypsl耐 卜解 ぺ・づ・砕'な 謁 礫 し、 肌 シ,レE己 帆αn
ラ去に さり マ ミ1酋倹 酋乙列 営 ラ火獲 しf<。 得 の れf<<Pり。ケ ド の
〆rミノ酉食=酋乙夕1」t守
、Me七 一Asx-Gtx-Glx-Tソr一βer-Alα一Leu
お さびいAs×-Glx-Glx一 ηr}βer}Alα 一Leuて ・'あゲk。
以 劫N一 末 端 頒 域 の 了 ミノ酸 配 〃・1の分 析 結 果 怯 鋤 循
DNAの 塩 捧 酋乙〃li')・の 才佳髪,さ此し/k!アミ1西皮 酉己汐li52)のうすラ.
Met-1お よてス・A～rt-2をN一 ラK蜥 ヒ・寸 フヲ杉 の1《ノ 穿曳 レでく(図
14秀 照、)。
(2)c一末 飾 頒 域 パrミ ノ鹸 配 列
め1＼・・順 のc一 末 端 了ミノ蔽 残 巷 の 訳 足 旗Lレ ω 、
cα・b。xypepti血seを用い る 酋嬬 知"視 在 一厭 的1・さく 臥 ・
の壷してv・ゐ ム5)。 ぐの 方 ヲ去・ヒ」・ σ》ハ。ワ 攣〔ヲ倦乗{《cαrboxγpeptl(斌5e





竹 毎 う ぐとKよ っ てCご 宋端 】頒 域 の 了ミノ醸,配 列 屯 ラ夫艶 イ 珍
キンの て・あ ゐ 。 レ弱・レ ・PEP(跡 』oxγhseラ賜 躯Kα 温)oxンPεptllとヒ5e
Aお よ1メ"B甚 閃0柔 て インキュ〈・一ショ ン して 七 ア ミノ酋倹 悟 遊 離 ぐれ
甘"、cαrb・XypaptldαseYを 用 い牧 場 含1・1守e磁 ・P・pti・域5e
三壱'陛68)伊 検 歩 ぐれ 旅fく め 、 本 研 呪 で 悟 ミの 方ラ去 包 用い 珍 ミし
姻 で・き細 ・η 牧 。Nで1をZαbi匹 とF・wtarの 方ラ参89)K
身走,って、 〆σっ…ユ,二・ソトホOリ〈ρつo手トこのC一 ラKす擶K由 来 ノすス7tr>ノpsirt
倫 角年くρつ。才 ド'苞 単・掲佳 し、 その ア ミノ西皮 酉己　qな 侮 祈 し・rく。
ワ"ンシ1レ菰1く さソ、 得 の れ/汽 くρ'フ。才 ド のN一 末う覇 イ ミノ藪 臓 答
儲 、 ア ス 八。ラ キ"ン そ旅1で ア ス バ。ち キ"ン酉袋 で あ ゐ と 同 是 され 、
ラ首みEdmαrtヲ 去・1くよリ、 ア ミノ蔽 酋乙列1停As×-Tkr-G㌧ で あ 冶
ぐし 七・"示さ由し寸k。 さ(7)〈。つ.手 ト"1つ、 マ レイ,レイしレf<酉考 「系 ・乞tr>・psin
で/か 解!ず ゐ ぐしKよ っ て ノ圭威 し惣 の て"、trypsin分解 首1の ア ミノ
蜘 乙〃幅 一ArガAsズ 冊 一Glγ て噛 ・ 他 徹 の肋 ・
以 上 のC一 床 鋲窃 頁々 丁或 の ア ミノ酋俊 酉乙 列 の 分 赫 締 果 時 、 遺 イ云そ
DNAの 母 碁 函己 列 勾'ら 才佳 定 さ収f(C一 末 立葡 ア ミノ函疫 酉巳列
と、 企 く そ 彪 毎 く 一 致 し衣(働4叡 め 。
(3)ヒ ド ロ キ シ1レイ ミ ン ヌ些裡1く よゐAsrrGlγ 締 念一ので刀注町














キ シ ル ア ミ ン 処 手里 薩1才切 の βD、S一
丁1～9リーアつ リ,レつ7ミトい七「",レ電 気 ヲ寿し董幻
(α)PEPα1rboxγtαseのヒドロ
キ シ,レア ミ 〉処 手里薩 とF切oよ二千 の
黒、三 角 、守 、 凌 津し凌"れ 断 片L
・お よ てκい 歯 「片sを 看・で 。(b)
欝 蝿1灘tαge.
(βi牙mαCh・mi・α1ネ鰍 嫡




お よ ψいcαrbOhjじ αr淑ydγuse
も 含 む 匂 の)。 与㍉レの マ η り,レ
ァ ミ トいの 勇農 度1皆7・5`ン 』 で・
あ っfく 。
或
脈AsバGlγ 締 姻fく 嘗 ン カ 戸幡 在 砺 ぐと個 齪 錦 て
い 牧(373Asn-3ワ4Gl/、図14耀)・ ぐ醜 擁 助 袖K・
PEP(nr』oxyしcし5e宝じトごロ キ シ1レノアミ ン て"ヌユ王里 しfく。 ヒドσキシ,レ
イミンロ 、AsにGly結 念 鯛 線 的Kヤ 鮮 釘で 駅 とW加 嘘





マミド ケ・1レ電 如 纏 加 よっ禰 才航 旅(図6)。 ミ禰 祈 初 、
王K多 つ の タンハ・ワ 質 の 八ツ ト・弔"検 訟 ぐれ 惣(ω.分 奇量 の
!噛 一プ気・きrrJ9ン1＼oつ響〔し守・ ラに処 王里 のPEPcαrboxγt(Lse(b)と
励 童力度 ヤぐ 同 じ て"あ リ、 じドロキシ,レ!7ミンtくさゐ 七刀断 乞 痩」す
/す"K残 っ脈9。)ボoリ〈Pづ・牙 ド'で あ ゐ と 老 久 の れ ろ。 図 ちK
お い て 黒 三,角 兎4寸 、/rf〈二 つ の 八・ンド'【才、 じトご(1・キシ,レ!アミン1く
よっで 切 断 を 妥1す牝 減卜解 ラ潅糊 ヒ 殉 久 の れ 、 冷れ'ゼれ 断 片
L(千rα曾me眈L)お 岬 ・断 片S(frα 暑me汽tβ)じ 伽 づ 、す旅 ・
図6(α)て・1守、 、〉の イ越L{〈キン 〉フ/ずv・'、ぐ'〉ド'イ1べ子プレフ☆/しろ!‡フ"、ぐれ ρフ
降 他 の 了 ス1＼・ラ キ㌧ 残 纂 のC一 末蜥 側 の ぺ・フ・イ ド 補 含 が
/部 朔 断 猟 牧go)締 果 生 威 レ旅 も の 誘 久の肋 。 断 片
L扮 ひ・断 片 β の 分 を 量 匿 勘 電 気 泳 重力 陪 リ 々虹 蜜 れ
60,000お よ てメ・42,000と,オこめiわ由し、 遺4萎寿DNAの 妬 巷
西己〃、!ヤ・りっ 才佳髪 く(れτく冗直56,ワ5ら 才うさぴ・'∠L2,323(N一末訂諭
Kメ イ フ「ニ ン 　茂基 を 七 っ 毛/の)に よく4寸鳶・し!てい でく。 断 片L
わ さ ひ・ 断 片S客 それ 々"虎し と∫㍉レ勺・助 抽 歩 し、N一 末焔 マ ミノ
酉疫残 捧 わ さ仏"ア ミノ画笈 組 威 苞 分 赤釘 しf(。 断 片 β のN一
末 飾 了 ミノ繭使 蕨 捧.財 、 柳 ンシル 法Kよ リ、 メイ才 ラン お δしい
〆ア・ス1＼。乃 キ"ン(徽)厚 技碁 じr司定 され 、 ・未処 ま里 のPEP(αrboxytα～e
(図5叡 の 洞 様 の 綿 果 な 示 しイく。 一で 断 片LのN一
rIo, 47
DalP
表 ▽「, PEPcαrbo×ykL$eお よ μ い ヒト"ロキ シ,レア ミ ㌧ 処 王里




































































































































































































































































αヲ威1壬　F、是 ラ弗点・歩猛四侵1く、よワ目0。C,Z4日…寄間 、48日寄間 才うよ〃e・ワ2
崎 閉 如 水 倫 解 し転 もの 姐 ぞ れ 商 且ず つ の卿 噸 きリ求'副
b52)Kよ っ て報 伽 れセ 診の 。 ・籔 圧千、
、24日糊 加 水 於 解 レk勧2組 の!諦1値 さリボ剃
'
くO
Fu♂tαら 定ヲ熊 、塩 鰍
Kよ リ ロ0。C気 。
カロ水 介 解 日寿間 もo的 間K外 伸 して家 め旅 。e別 の試 料
Kつ いて 動 ギ 酸 醸 イし101)脅夜 、 システィン蔽 として定 覧 レrく。
f加 水愈 解 崎 間72艮欄 碗 のの 分 弄縮 直 の捌 吻 京'めて、。
曾 別 の執 料Kつ いぞ、4Mメ ダン久ル寸・ン蔽1・ よっでUo・C、




繍 ア ミノ鰍 配 夕1幅、 ワ・ン、シノレーE蜘nラ ムKよ リGlγ一Asx-L・u一
で あ ゐ と 衆 足 され 、 釣 云寿DNAの 塩 捧 酉乙列 畑吻 雑i定 されfく
配 列3ワ3Asr3%Glγ 一 ろ75AsP-3ワらLeu一 とよく蝋'脈 ・
表vrK、 く未処 王里 のPEP(.αrヒ)○×)/1(■5eお㌧よて入"断 片Lと 歯「片β
の ア ミノ酸 組 成 の 分 荊 締 果 乞 惟 定 値 ど 並 く・て 示 レ脈 。
ぐれ の の 乃醗 聯 石 果 臥 推 定 植 し よく一 致 して いfく。
一　払
≡つノ
(4)DACMて ・修 飾 翫 牧 シスイバン 　鷲 倫 御rγpsiぼ
ろト解/＼○!フ。ノテ　ド'のつノミノi重毛芝酉己iダ11
DACM時 、 βH碁 とく反穴 して 螢 光'陛 レfJろ 宅式 藻 て"歪)リ9D、
シ スそ〆 ン 残 基 を ・含 Φ 〈9・フ。才 ド の 才象識 宅式藻 しレて 用い のれ て 一
v・ゐgz)・103)。大 且易i菌のPEPcαrbox)/しαseKl皆・ すつ"ユニ・ソト
あ 衣 リ8個 の シ久8ズ ン残 藩,々"あ ゐ 二しの と推 更 され てv'ゐ52)。
PEPcαrboxンしαs巳 博 ・DACMと/ン キュへ"一ション!すん でとK
よリ、 速 ・鞠 ・K、 刃・っ 兇 往}K失 諮 しイk(図10参 曜)。 聡 で 、
以 下編 ・ 本 鵡 叡DACMて ・修 飾 し、trンpsl晦 解 後 、
檬 光、オ潔 舗1さ れ 旅 へ。/ノ・イ ド も,津萬佳 して 、 巧の ア ミノ邸Σ西己列 琶
ヲ笈疑,しイ≧。PEPcαr』)oxybSeの 　茂得 ラ右'卜生 ヤ"12%K寸 ず/プk
日寺滋・て・反 前 な 正 め 、trγpsl民倫 角律・腋 、 得 のれ/k命 解 琢 伽










































図 ワ・DAcMてM疹 飾 しf<PEpcαr』oxyしαseのtr>!psiru分解 薩 物 の
HPLCKよ そフ/か 鴇佳
観鵬 し漏 識 鱗 繁惣漏誘=騙旨P踊l
K・口・、すて へρつQ才ド'をろミト1菊雀Uk。 肉ラム 悔、 それ 凌"飢、DEAE-
5PWお ぶ初㌧μBO磁叩 αkC18甚 用v・牧 。 餐 歩 赦 の 榛 外 ロ及収
(225猟(A)猟1で220照(B)〉 描 伏 嫌 光 強 度 宝 昆 続
して 追 劉 ・レf(。
c18逆相 前 ム(B)を 用 ・脈 分 祈 奪課 を 赤 イ.々 蔽"晒 数.
撒 光 ピー0ヤ ぐ分 離 して あ の わ れ ・像 。 恥 で、 ぐれ.臼の カりムK
さ1/翫 幼 卿 つ・界 鱒 離 嘱 鰍 レ梶8・8肌 四
PEPcαrb・xγ1αseな 残 得 ラ毛性12%tσ ♂ろ 艇DACMて ・





材 ン 交 換 炉 ムK朝 す、.八つ の 螢 光 を 初 画 倫(図7A、
1-8)を ・々 れ.逐"れ傍 矧叉し承 。 画 分2,3 ,4,5お よμ・614、
次1く トりつル=オロ 酋乍 西麦 を 含 ま♪ラ鰍 糸 苞 用v・イk逆、相HPLCK -一一
・口・、う た・こ川 く さっ7、 壕 光 性 の く。つ。才 ド を 単 離i一ず珍 ミと,がで き斥。
凌しレtソ乞"れの 画/か一ワ・リフ津 寓佳 く～れ イく掻 光ノト生へ。!フ。牙 トいを 、βT-1、
βTL4.、、ST-6、ST-3お よ てメ"βT-5ヒ ヌコつ"1イk。 画 塚卜1
4」・ら 、守、 ぐの 逆/相HPLCの み・で・悟¥籔・光 」陛 〈。〈1。手 トい苞 単 畠佳,
で き毎 η'っ択 。 〉セこで・さのK、 ヲ蓉七某糸 を 小 え て 酉乍酸/1ン 毛 ニウム
迭 含 ・む ラ叡 某i糸 屯 用 い ゐi艶 づト目HPLClく よ1・rγマ、・徽 光ノレ生く。つ。
身 ドST-2を 単 畠佳 レ牧 。 身脈 、画 肝 ワ お さμ"8博 、蓮 相 一
HPLCK4」 ・ヒγイkとミフフ、0-100(ン』1デ・t乙トニトり,レ 手)フ3v・1才
0-40%(v/v)rし 一つ。口1＼oノー,レ の ラ震度 勾 酉乙 乞 用 い マ も 、
壕 光 性 剃 順 姻 蹴 肺 弘 小 彫 渤 し卿 ・。 駕 そ瞭Q凋
酋乍蔽 邪 形 帖 乞 ラ落 媒 糺 し、 豪3糟 蓬 工業TSK -
G2000βWづ1ラ ム 屯 用 い 乃 ゲ、レ ヂ 艶HPLCIく イ1・1寸でく。
し小 し、 得 の れ 蘇 蜷 光ノ陛 画 分 亀 塩 西隻 加 フk魚解 欣!アミノ酋隻
鯖 縮 †K刃 ・1牧 む ア ミノ醐 芽'検 蜘 れ ず 、 凍 扁 へ・ワ・
イ ト"で匿 毎v・ぐし・U"わ・)、・つ/ζ牧 め 、 ぐれ 以 .ヒの侮 析 悟 婿 舟 わ
毎 観 ・ゲ 斥 。 得 のれイく嫌 光 性 ぺ。・フ。イ ド 悟、 々れ 塗 れ 塩 蔽








細 、DACMて ・椋 識'轍/k〈 ・つ・イ ド の ア ミノ醸 紺 威
疹式 米斗ヒさ、ラ威 ノ壬〆F、1秒6(v/v)2一メ'レづ」つoトエダノー ノレ菟 含'(【ノ
6M協 酸Kさ っでllo・C、24爵 間 切σ水/守解 し牧 。 孜 の
オ直匿 、 検 訟 さ津し旅 ア ミノ酉夜 の 才目4寸4直(毛 ルレ巳)苞 、ヤ巧 ぐ
内 の 粥(14、 遺ノム尋DトJAの 薙 捧 酋乙列 ・》・レフ才佳定 ぐれ/「ζ
斧 マ ミノ猷 残 碁 の 数 屯 示 で 。

































































(nmo1) 14.0 8.2 10.0 16.8 17.9 10。8
Residueno. 151-159385-392453-472567-570656-669747-755
q89








ア'ミ廠 組 威 ぎ 表四k示 イ。 腐 沸/k卿 ・.玲の塩 猷
如口水 左卜角早物Kl守 β〉て 屋一スワシ〉 ル シス そイ ン瀞ぐ含 毒れ 、 バせの
修 飾 ア ミノ蔽(皆 診 の れ イδ・ロ・ηf(。DACM甑 シス引 ン 以 外
の ア ミノ酸 夕筏捧、とセ 友 鳶 ・ずろ 司 能'陛4バ 考 久 レ7れ牧 ・口ぐ、 ～§一
スワ シニ ノレシス 子 ノ ン 悟 、DACMて ・湘秀飾 され択 シス イ〆ン残 疹
も 畑 水 硫 解 筋 こピ1く訓 を 威 筋 逸 炉 加 殖 てお リ103λ
DACM冨PEPcαrboxytα5eの シスそ〆 ン　浅碁 と 反穴 してv'fく
＼、とが'擁 め のれf<。 鍵 伍 手DNAの 妬 捧 酉乙列 噌、酬 づ、
PEPcαr』・x/1αseをtワpsinで 府 解 物 ミとKさ リ7=種 類
の シ スイノ ン含 肩 くPつ・ケ ド'・りぐ得 めれ ん 匂 の と矛 想 ・ざれ ゐ 。
病暑ρフ歯しfくナ丸っ の へ9・フ。イ ド'のわうう、 βT-3を 下余く 五 っ の 、へPワo身トこ'
パrミ ノ蔽 組 威 臨 予 想 さ㌧Mk匂 の と/敏.し 論 れ ゲ れ の













図8.PACMで 冗1参軸 フされ 寸く シスう'∠〉
残 碁 低 含 宙 廿 γpsM/か 解 く9り・手 ドの
ア ミノ酉疫 酉乙列
与ζ←01昔、 タフ"ンシ1レー E〔⊥rγuλrtラ霧 ヒ丸さって
酋己列 ラ夫足 されtζアミ廟 食ダ衝基な・示で。杷
の配 　幅 、〈Pフ啄 ドの アミ1敵 組 成 およ
伏 蓮 払 をDNAパ 虚 捧.酌己列 ・口・ら推 定
しfく。 雇 印 匿、DACMで ・希秀飾 されkシ ス'




旅 βT-3ぼ 用派trジPsln梯 癬 のckγ阻・trγpsln様
の 祐'陛65)・{結リ、 ηr-4ワ2とVα1一窮3の 間 の 〈。効 ド 織 〉か'
切 断Mて 庄成 してき旅 もの と考 久れ1で"、劾 ア ミノ酸 組 威 σ
そ 偲 され 脈 も の と 一 敦 イ ゐ 。 へ・フ・イ ト・の 一淵 毅 よ の位 置1を、
〈。つ。・ケドのN一 末 端 アミノ酋皮配 列 如・向、 ぐ(PIK石彪め 乃 ミど翌ぐ
で きイkoタ"ン シル ーE己mαrしヲ宏1〈δって ラ夫足 しイkアミノ蔽 凶乙
列(図8)甑 推 定 練 恢 む の と 兇 遺>K一 致 レ衣 。 漁 励
締 果」ぞ・ 椎 足!)欠 橘 造 宝 擁 認 ・/ず乃 わの で勉 あ ん(図14
参 韓、)。
9う
皿一3.角 虫・媒 ラ吉'卜生K必 多頁 毎 シスラィン〃茂捧 の 同 是 一
(1)シス ケイン 〃茂碁 のDACMKぶ ゐ4修「飾 の 菌 間 糸を遭Lと,
酪 煮 〃(ラ多 との 関 イ糸
上 で学 離 繍 脈 六 つ の くρつ吟 ド1守、 遊相HPLCK訪
㌍ づ・イ ド マ・ノづoの 六 っ の 動 嫌 光 ピー ワ(図7B)K妹 ぞ 軋
対 府 レて い 牧 ・ 恥 て・以 千 の 炭 験 て・甑 く9つ・イド ㊨ つ啄
{くさリ、 一 沢 構 拠 姐 そ れ 副 躍 の 豚 イわ 夕鷲 の
修 飾 の 雁 馳 解 莉 し偏 旅 想 し、 姑 猟 の くPづ・外 は 、
図 「7Blく用 いfく粂准午ノドで ヒ奇、 肩 宝 キ7っげノり とレて 審 出1レ旅 。












































































図9,各 シスイ∠ン〃考1捧のDACM{く,yん 凶1秀な印 ヒ 酉落孫 択%
の 崎 閉 的 経 姑
o・5rrしMの了ゼ 手 ル ーCOAを 含{♪31叔 しの 夜応 ゾ夜中 て・、
3肌 曾のPEPcαrboxγし(エse苞DACMで'逃1秀飾 レf<。
図{く示 しイそ日看点、で・、!考 昏(500レしUし)苞Σンりfぐ し、
ジ手 イ トレ/ト ー1レを 灘0久 て 反応・逸 止 め イ<。 酉馨象
の 亙賓得 ラ多'陛(Q)・ お さて入"一しrγpslrt/か解 レ旅 のすラ
/＼g/フ。ノ乎トいく・ソフQラ表1《～Fって 嬉 シス ニテ凶ン'夕三笈捧 の
DACMKさ 存4疹 虐昂 の づ程 毒〔(●)を ヲ則 更 し・lk。
tを調 く脈 限 リ同 じ て・あ リー の 視 旅 の 鯉 訓 を 硯 在 禿 明(・
あ ゐ。 珍ミで＼ あ 研 帆 で1を・対 前 ・ず有 壕 兆 ピ/ワ の 肩 を 含 めfく
含 面績 想吻 磁 光 性 椚 ・イ ドの量 を イ蜘 哲 。
醜 煮 なDACM跳 むKイ ンキュペ ーシづンし、 適 当麟 間






イン残 基 の修 飾 の糠 屯調 脈.'結 果姻9K糾.
DACMヒ 反 鳶一ずゐ ぐと菊測石窪 め のれ ヤく煮 っ の シスケ/ン 〃哉碁,
の 伽 ・で'Cγs-665の鳳 粧 初職 七 線 酒 鰭 の残 祷 ラ多性
葡"71%の 日寿点・峰 飾 日寿問3命 間)で 、 イでK73%のCγ5-
6G5倒1獅 轍 て・・偏Cγs-157 ・9s-56防 鍬Cγ5一 ワ5牛
の楊 飾 と 酪 孫 の 彫 蘇 循 性 の ラ肖拠 禰 ぼ 僧 竹 レ縫 み、
漁 く対 しで・Cγ5-458扮 μ"Cγs-385の栃 飾 の雁 脚
西鰭 の 牝 翫 比 螺 翫 む・浄1伽 、。 怖 禰 う好
各 システノン残 碁 の修 飾 のチ呈度 ど 鵡 系 の戻 多 じの 対 ノ詩 関 イ糸
猛 物 と・Cγs-157・C7s-568お鍬 ・Cンs-754Kお・・て
よ・・対 鳶 関 イ糸 函 威 リ立っ てv・々 と多 えカ。 し脈 が っ で、 之れ ら
勿 の シ久引 ン 残 巷 のう・均 の い・♂・靭 ・の 栃 脚 姻 酵 系 の
択 菊 と直 拷 紡 伏 つ いマ》・ゐ もの と考 久向れ 杁 。
(2)偲 稲 し蔽Kざ っマ保 護 砿 ゐ以 引 ン残 基
馳 精 のヲ雄 献 脈1営 の近4卿 バ躍 鰯 う矧 〉　霧
臥 鯛 穿丁婦 鱒 脅 ・り・向 つマ、DACMI・晶 楊 飾 肋
株 宅痩つれ 乃ものと二期 矯 ぐれ ゐ。 亦スホ躇し蔽 口、強 い拓 航
阻 易剤 であ リ、 本酉落煮 のN一 工ケルマレイミドKよ な炭多K



























図10.DACMKよ ゐ 酉考烹 失 ラ右 【く女寸/ずゐPEPマ す ロ ワ"
お よ μ"り7ロ ス8リ 、りり 工 つ手 ワ 弓 一 の 寮力果
千1・ 赤 イ ラ添 畑 物 乞 銚 ・5QOμ の 反 鳶 奴 中 て・520グ略
のPEPcαrbox>!t(瓦se乞DACMで ・カうな挿 しす賓。 図1〈
示 レイk日者点、ぞ"反 鵡 ・赦 の 一 都 乞 とリ ヤぐ し 、 蘭 警 、の 残 得
ラ多'1桂を 須 拷乏 レイヒoラ 赤ゆ ロ 剃 僑 、 以 千 の 通.りで あ ろ 。
(o)、 ○、5rrしM　rセ イ,レーCoAぞ づδ てノい'o、5rrtM了rス寸・
港し{自倹1(△)、10rrしM・ 爪 ス ホ 薯し酋皮}(ロ)、0、5rTしM・アセ
イ,レーCoAお よ てx・'10rrしMワいリ セ ロ ール2一 リ 〉酉倹)
(●)、o・5n■Mつ ブセ 手,レーCoA)(▲)、 ヲ添 剥口糊 ・rげしo
DACMKさ な 失 拓K4寸 しても 同 膏qく 、 本 酪 際 冨 ホスホ 糺 蔽
Kよつでi顧 屠{くバ呆畜董 され 仁(。 ・ず毎 南4う、 図10に 示 甘 δう1く、
本 醜 系 悟 、 亦 スホ 糺 酋艮 非 得 存 不 て・悔 速 や 竪t《 廿 っ 兇 今K
(衣▽田 秀 暇)戻 諮 レ仁 ・ρ・へ10阻Mホ スホ 砦し西倹得 在 千 て・口 、





表 珈.各 以 引 ン 残 基 のDAとMt・ よ 訓1秀 飾1<対 筋
PEP一 アす.ロ ワ・の バ呆 宕暖 蛍力 果
1表K示1ず ラ泰 カロ助]蒋 在/Fl<PEPcαr』ox>パα5eをDACM
争 栃 飾 し牧 。20功 卜間 、インキュ へ・'一シ3ン し旅 の'坊1くジづノブ
トレイ トー1レ・区・刀ロうして 反穴 苞 」むめfく。 疹 ・シス・ケ/ン ダ哉捧・の






































α 図10お よ 於 本 文 秀 亭ヨ
、。 bホ ス ホ 砦し酉皮 。cワ"リ セニロ ー,レ2一 りン酉菱
慈 在 下 の 約1/ゆ の 速 度 で ゆ っ くり とノたr祐 レ荻 。 獄お 、 守の
条借!Fで・は 、DACM乞 力り久 毎 炉/フ牧 場 倉一の 醜 煮 自身 の失 箔 に
み 耐tブ 掴'η 牝 。 恥 て・ 次K、 ど'の肛 置 の 以 イ鵡 残 巷 が
ホ ス ホ 糺 蔽1く よっ マ 保 護 され る 勺・屯 禍 べ・て 折(。 れ ・、
10mMホ ス ホ 脅し猷 得 鳶1(お よレい 非 蒋 行/FK、 醜 考1な






1くよって 各 シス 剣 ン ダ購 の栃 飾 の程 彪 解 祈 レ偏 紡 躯
叛W(喫 馬灸1お よ1メ・2)4〈 糾 。 酵 系 髭 名.肋 の株 護K
対 於 して、Cys-385・Cγs-458扮 び・Cγs-568の41獅 姻
Tf＼ス背・i落し酉炭1くよっ て 顕 ≠者Kハ 呆言董,〈(菌しイ気。)欠1〈、O、5肌M
程 伽 一c。A卸 ロ奴 、 似 醤 し酉働 保 護 姉 果 を 解 莉 隊 。
1ア・t二才,レーCOA{守、 フト酉考「系 の!アロヌ.ノテリ・ノつ ノアη才 べ'一リノの!っ
で あ リ、 本 酵 係 の 繭 〉欠 横 造 を 殺 化(αllosteriじtr㎝51七iOrし)
ぐゼ、 蕃 テ賓PEPし 「司様KTr・ 久亦 当し函皮 の 酋考系 〈の 享見タロ小生キノ
畜]めノ3、こし 匂ぐ加 の 壷しで 〉・乃 注1。 心のf〈め 、 アセ/ケ,レーCoA宮
加 鮪 ぐZKさ リ、 儲 系 を 累 毎 ん づン千 メー池 ンの 状 態
(COnforn1α七iorし(Uβtαte)1く導 き 駕)、 非 弗K修 薇 蔑 の
膏、ス ホ オL酸{姑 っ で 覚 同 程 度 の 保 護 効 果 姻 屑 ら紡 もの
と禁月ク寿 ぐれ ろ。 イ ゼ イル ーCoAl守、 凌れ 臼身Kさ っても 西考募
択 祐 伽 副 呆嶺 動 果 屯 示 し哲 伊 、 ぐ南1く、○、5醐 似 ホ
身し蔽 宝 ・脚 久ん ぐとに さリ 顧 箔 γδ保 護 タカ果 蝦冠 観 孫 さ軋 寸k(図10)。
ラ知 本 酋誉 系 の 赤 ス ホ 乳 簾K封 イ ん 凶 植 は 、 箕 蒋 甘 ゐ7ロ スそ リ・ソワ
了rフノγべ・一～1一の 霰 ノ隻{くフくき く冗衣,得 で スヲ。 乃列 久1皆い、1rrtMのPEPIく
対 レ 、2肌Mの ボ ス ホ 乳 酋衡 広1ア0イ ベ ーター ⇒戸蒋 在 下 で 紆 有 意 穿
下且 署 な力 果 を 博 と ん ど イ、さfぜ.・・切"、O、44肌M了 セ ・γ,レー C。A喬 荘 千
で1砦50%の 亘且 署 な 与 柔 ゐ 。pH8・5K・ おv・で、0、4ん 肌Mマ ゼイ,レー
COA才 をてヒノFて・の フト酌蓼 系 のPEPIく ダ寸 で ゐKm4直.お さ てメ・ 寸、スπ・
考し酸(く 対 イ んKl4直 匿 、 凌れ 逐"れ0、69阻Mお ㌫ ・ひ・O、90mMと






ぐの 条 僻 て・14・'Cンs-15ワ・Cンs-385・Cγs-568お よμ・Cγβ一
ワ54の 栃 飾 炉 寸・ス ホ 考し猷1く よって 赫 毎 イ界護 を 蜘fく
(表 ▽m、 喫し馬1灸3ヒ4)。 凍K対 し、 弱.・葛 航 阻 暑 凶 ・芥、さ
ブず い104)ワ"リゼ{]一 ル2-1ノ ン酋侵1守、 ノr尼イ',レーCoA得 在,千10m,Mの
薇 勲 ・払 酪 系 択%K婦 レて 弱v・冗彩 勤 蘇 レ幻・魯 で・
(図1・)・ぐれK対 六・レてC×s-458扮 μ・Cγs-5G8のイ1榊 が
弱 ・・保 護 を 如 で《のみ て・あ η 仁(衣 田 、喫鰍5)。
以 ム 修 飾 の 日看間 的 経 過 お よが・赫 鳩 し蔽 の 堺護 効 界
の 解 祈 締 果 初吻 、 修 飾 の程 覆 ヒ 蘭 察 犯 筋 程 胤 の間
K悌K諏 対 穴 関 伽 倣 り立 っマ 派 痛Cγs-5G8筋 て寸一
あ 旅 ・ ぐの 叱 伽 、(ンS-5681甘・ 本鵡 輪 ラ多'脚 、物 レく
1勲 の 近 櫛 く緯 彩 レて吻 の て・1笛.・イ・と才齪 さ肋 。
皿 一4・ △攣 …rtldutα巨9のPEPc(球boxンtαseし の1)欠 橘 造
の 比 敢
△ ・ 田(iul(L胤sのPEPcOLrboxylαsel守 、 一言周LべMk下艮リ ぞNぞ
知 ス イ り・・ワ 貿 エワワー も も・ておらず55い の勲 火 腸 齢 鰭
即 姻 鮪 勺 ず晒 者係 で あ ゐ 。 申請 殆 の の 碗 蹉 マ悟 、
△.・rtrdulαrτsのPEPcσr』Ox>!1(Beの蓮レ{云身 の ワローニンワ"














































































































































?一アミ楢嚇 謬 燃ン致 しで、・るイ旙1入れ 峯くケこカヒ・乞を)め魂つ/ず。醜 系 白
卜1LAvSLRDHGFPSATvQIRPArCvQSDvvGSGNPPR図NYCQNARTAMSAALQSSDDAFRTVSSPLATDLDLSSPLEFFLR
△ △








鞭 一 聾畏 畳 斉欄 菅 耗 畳 曇 斎 畳耗照 斎 鼎
IRLVFTAHPTEIVRHTIRDKQRRIAYLLRQLDELETGKNRGFRELEAQNIRQQLTEEIRLWWRTDELHQFKPTVLDEVDY
GFAvVENSLwQGvPNYしRELNEQLEENLGYKLPvEFvPvRFTSレ'MGGDRDGNPNvTADITRHvLLLSRwKATDLFLKDIQ
畳 菅 菅 斎 蔓聾管菅㈱ 碁鼎 斉 管 斎
ALHYFQEvLFEAIPLLYQRFRLALQGTFPD竪qPPRYN覧QFGswvGsDRDGNPsvTsAvwQTA盈YQRsLvLDRYITAvE
VLVSELSMVEATPELLALvGEEGAAEPYRYLMKNLRSRLMATQAwLEARLKGEELPKPEGLLTQNE













菅 菅～ 妾斎競 撒 甚 費 畳 管 蘇 柵 畳鞘 善 斎 懲 斎菅
LYDPvTGKSSLQvIPLFETVEDLqNAPRVr4TALFELPFYTQLNPTQSEPLQEvMLGYSDSNKDSGFLSSNwEIHKAQKAし
▼




誓菅 將 姥 斉 嶽 畳斉 畳畳 蕎 蘇 管 懲 欄 一斉 覗一羅瀞 斎斎撒
GSGFDDIEPwNQIMEELAARSRRHYRALvYEQPDLVDFFNQVTPIEEISKLQISSRPARRKTGKRDLGSLRAIPWVFSwT
▼
QIJRL卜1しPAwLGAGTALQKvvEDGKQSELEAMCRDwPFFSTRLGMLE「4vFAKADLwLAEYYDQRLvDKAしwPLGKEL管曇 鼎 畳曇曇柵 畳 柵 鱗 照 菅管 昏 砦 曇
qSRFしLPSwYGvGTALQEFLQERPEQ卜JLNLLRYFYEKwPFFRMvlSKvEr4TLAKvDLQIAHHYvHELANPEDQERFERvF
R目LQEEDIKvvLAIANDsHLMADLPwlAESIQLRrHYTDPしNvLQAELLHRSRqAEKEGQEPDPRvEQA







く星 夘 な ・つ1すf(。哩自【言。二つ の西己列 を 並 べ・や杁め1く







し幻・し、ワン八・り化軸1婿 柔官ジ 焔 惣 擁 認 細 か 瓶 ・
働 ・Nで1停 蓮伝 手上 の ・・pe汽r⑳己叫fr㎝e伽 求 め 励
イk配 列 な 用 ・・で、 穴 腸 菌 鵡 系 と ム 民i翻猟 ・ 西鰭 の一 沢
構 蘇 牌 交 レ偏 図11K二 つ のPEPcαrb・xylα5。の アミノ
西麺 己列 を 並 く・て 比 較 し偏 胡 易融 縣 の サっ・ユニ、・,ト
ァ於oリ〈o!フoケド の 分 乏を量1ぞ 、99,06フて㌧あ1ノ、883つブミノ酉彦ヒ　…笈碁
伽 威 ろ のK対 し、A而 山1飢s醜 孫 の サプ 拶 》 ト僻 脚 づ・
ケ ドの8r矛孝 博12LO82ど 計 寡 され.、1053-1ミノ蔽 残 纂 〃 ら
威 ゐ 七 の と 雅 足 さ奴 い ゐ 。 初 二つ の 赤・リペ・ワ吟 ドを 、
激 惣 相 同 性 ・桝 畜1ぐイ」う さうK並 べ 乃 イkめKl守、A.巨iduしαn5
酵 煮 のN一 末 蜥 ・P"ワ(腸菌 酋考系 さ1彫1約100残 碁 辰.・物の
払し、 プ乱且易1菌酉蓼著ミ1くさリ 多7くの 欠 欠(1}こしP、 △.比i己uしα.rしs
醜 係 細 肺 所 て・抽 のK対 し、 夫 月撚 醜 煮 編5G燗)
を 入れ な 必 酵 ヤぐあ っセ 。 特K、 火 腸 歯 酪 煮 の286-382残 甚
目・ 挑 μ"847-866タ鷲 目 の 頒 域1囁 秋 の 鰍 を1耀 と
しイ〈。 図11で 織守・=〉 つ の 西己　11の艮貝で・373ア ミノ酒皮　哉碁
(35%)姻 一 致 レてV・牧 。 物 く、 〉貼 頒 域 、133.146、
245-260・3qO-4-09、4-22-∠ レ年2、575-Go1、 ワ11一 ワ39を ∫さ
於869-883　 鯨 目(数 騙 ・未 腸 齢 鰭 訪 鷲.着 舷
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図12.穴 腸 菌(上 段)お よ μ ・A.磁 巳し肌3(て 段)の
のPEPc(u-bO× ソしαseの 「区γdrOPα尤k>!proヂile』の レヒ鮫
kyteとDoOlittleの 方 ヲ玖105)K究 走v・、9夕 浅碁 の 断 片
の 「kydr・Pαtkγ」 植 をN一 宋 惚 勺・ら 順K1残 ・痢 ・り
/ず"レフ レて 宅!r填し 、 酉乙夕1いく 払ゴ㌧フで!フoロ・・ノト レ!rく。 老寸癖
雅 、 図1Uく 綻 っ て 欠 欠 屯 入 れ 、 二 つ のprofile
ち 並 く・イ く 。
以地 嚢 ノ酸 残 勘"一 致 レも 脈 。 で爾 櫨 相 同性 磁.、
頒 域 鳳N一 知 翻 則(稲 朧 酋鰭 、1《繍 釧 一389残基
目の頒 域)【妬 得 在 筋 勧 の、 二つの酋己列 の臨 相 剛 生
に 朗 困 ・KC一末備 側(穴 腸 齢 鰭 の390-883残纂


















図13.「d。tmα 廿iX」 三勾 ・さゐ 大 脇 蘭 お さ伊
△.rしidu〔αrtSのPEPcαr』Ox>・tαseのノアミノ蔽 西己夕」」二
の 相 同 頒 域 の 検 係
攻1れンゼれ の 残 基 番 島 ㍗ 赤 レ伝/立 置 の 酋己列 の 間 の
相 同 性 乞k・b・ 七α ら の 彫 玖95)K艇 って 定量 的
tく評 価 しイk。Rで ・1昔「C・rretαti・n
離 溜繋 ぐ晶・驚 糠 脚1謡
二つの配 列 の 闇 の相 同 性 姻 飾 ・ミ鹿 示 レて
v・ ん 。
い 冶 マ ミノ西俊 硝1纂 口 、N一 ラK端A則で・は26%で ・あ 冶のに 対 し、
C一末 備 側 細43%で あ つ偏 図12tぞ・Kγ七eとD・・h枕le




性 質 を 名慎 し、 凍 を 並 戒 比 軟 しを 勧 で あ 観 ぐ姻
で キノ、 ニー つ の 画己ラ1』竃歪C-・ 末官蓄ゐハ頃越 ぞ、・互v・tくよくイレ人f<'卜生f寧1返=
キン/フマv＼フ3ミヒ_・口寸'イ、<ぎれ ぞ ＼、・ゐo図13し 才、Kubo一七α ら の受「ラ去95)
1く、列走.って 、1ア ミノ画安の 主 丁ぜ 献L傾、(人 き さ、極'卜生、進 ハし上の
夜 票 鋒 イ♂ど)麹%魚 く 入れ て 二 つ の 酋乙列 勧 し穀 し・k七の
で あ ろoぐ の 図 でわ 、C一 宋 蜥 バ則K(相 同'陛41"繭v怠 ヒ琶
示 ・す 斜 線 姻 見 蝋 れ 、 大 腸 齢 鰭 の390一 ワ39残 捧 自、
ム 漁uしαns酪 孫 の528-895〃鷲 目1く相 堀 ろ 頒 域K








ダ川 ・o噴 の 橘 艶 ど機 能 の 関 イ純 解 唄 イ ゲ 《めKl森
ダン八・ワ 復 の 翫 艮 構 痘 を 規 災 イ ゐ 一 沢 構 窺K関 鮪
知 見 姻,涛 多亘L毎 ゐ。 近 葺、 薇 鰍 の 橘.i窒解 新 才知 ボ了が
進 毎 し、 遺 伍 をDNAの 薙 捧 配 列 琶 比 蚊 白勺短 期 間 で 択 定
し、 冴の 酉己ろ叫 如・の 老司iヨ彪尺宛i剃 ていあ ゐ ワン八。ワ噸〔の一 〉欠横 迄 を
可佳昆 イ ゐ ぐと.41ぐ司能Kで げって きfくσ し勺・し、DNAの 歩柘碁 酋乙〃馳↓
の み て嘔 遭 イ舜 劫 翻 駅 頒 域 輯 額tて・緬 ・・場 倉 が 釈 、
昏セ 、 震 際K機 能 してv・々 ワン八。り咳tを 翻拷 尺巌K菊 定の
粒 置 で 切 断 苓れ ・lkリ、 修 飾 屯 浸1ずイくりしぞいゐ場1念もあろ。
脈 が っ て、 ワン1切 恥 構 凱 訳 昆 イ 雛 め1磁 、DNAの
橘 望 鰍 恥 ・廟 情 報 の診 で1聯%!か で ・あ リ刃 ン,・・り噴 肋
杉のの 単離 ヒ 北 尊 的 分 祈 姻 必 瑠zrぼ ろ。 本 研 帆で 悟 、
プく月易歯 のPEPcαr』)oxソt(LseKつv・て、i鋤云寿DNAの 丁騒1蓬.酉己　U
菊・1り導!ロ・れ イζア ミノ蔽 西乙列 の ワン岬0北 尊 的 毎 雁 認 琶竹 毎う
』助1く 、 イ噂 騰 飾 の 名 純 用、・て、%粧 都 短 抗(1勃 の







W紘 均 掴 嬬 標8。の簡便 儒 劇畷 菰の擁 立'
本 研 呪 で 述 べ・伝 精 蟹 ・椥 乍1くよリ、 大 腸 菌K-12林 のPEP
cqrb・甥 α・eを 犬 量1く、 智・っ 簡 梗K調 畷 物 比 小 ・同 能 ヒ
毎!っf〈oぐ れ1〈㌫ワ、 本 鰭 糸 の ワン八・ワ化 惇 的1研 夙1〈対 す や
人 き毎 降 壁 ヤゾー つ 頁丈リ 除 刀、れ 蓉 。 本研 眠 で口、 本鵡 「糸
遺 バ云乏}一を 爺目L込んf〈・"＼イ フー・、》・ソ ド/フσ・ラス ミド4弄ピ才看菌(JA200/
pLC20-10{1蔽悟PCR1/P、S3)ヤ ・ら 本 酵 係 乞 畜夙 鱗とレfk。
ぐの うあ ・JA2・ ・/pLC20-10の 堵 兼Kお ・・編 、 本株 の 琳
了ミ廠 以 タト1吻 ノ寸リン 猫 が・イ・ノ山 シン を 堵 駕Kラ 勧 ロ
し牧o、 》れ ヒ才、 、〉の 二/っの アミノ酋隻 を ラ黍 っη口/ず羅gぐと,1くよっマ7、
髪 導 期K蓮 し佃 妬 歯 体 収 量 姻 約1、4倍 欝 くf拓 叱 ボ
そ 備 裟 鰍Kお ・・視 蜘 れ 細 吻 て・あ ろ.栃K、 つ・ラスミド
株 才緬 の 擁 毘 釈 的1く 僧 殖 さ肋 脈 めK・ 堵 地KCQIIdn
E1な 釦口久/伝oイ くヤぐ'し一CQilGirtE1のラ条 刀1〕1才、'敲ネ灯の5r浸L
の 佑 殺 の 択 畷 膨 愉 緬 派 。 蔀 、PCR1/pS3の
垢 秋 羽 戯 の 傭 畑 《 蓬 釈 戯 して イ ㌧の リ ン馴U焔 。
～爾 う1くしマ 得 の鯨 渕 恥 つ レ》手 つ・レス 陪 ろ 破 砕 液 の
翻 考係 比 ラ雄tを ・JA200/pLC20-IQの 場 令 、2、・8
卑檀/酬 》ハ噸 ・PCR//Pβ3の 齢 ・駄 ワ1単ハ立/撤巳卿 ワ





1《つ、・て 報 嬢 繭k値 の 約10-'30庸Z・ あ派 。eJA2・/
pLC20-10..Kっ㌧・て、 々の 粗 酵 孫 赦 を ホσリマ り リ1レイミド 与㍉レ
電 気 ヲ永.遺1カK・い1す、 ニテ・'ンシトメトリー 屯4rr毎っ峯(とミろ、 ぐの
菌 峰 の 本 酵 煮 含 量 に 銅 ヲ鯵 粧 リ ンノ＼・ワ質 中の2、2%と
京'め め れ ・k。
本 精 鰍 操 作 中 、 融 動 知 肋 段 階 【守、 ヘキ シ・レーSep㎞s・
閃r1ムつロぐ ト伊 乃 ・フィー 争 あ ゐ(図4一 およμ・表」▽ 秀 早蕉)。 寡縮k
l〈調 鰍 欧 ヘキシノレーSepkαr・sel笹諾 鵬 とイ 破1費 の 性 咳
郁'畷 毎 り、 〉その 都1暖 ηロマトη"ラフィー の 条4坪、で毎 わ 一ら、 荻蒋 ・
ぐ～ゼ ゐ 万益 酉役 マ ン毛 ニウム の ラ張度 条1片な 才倹討 イ ゐ ぐ』翌や必 髪
で あ っ イk。 レロ・し1-1隻 歓 通 劇 坪 を 設 更 ・ずれ1ゼ 、 洗 身 履
O・02,%窪 冗しノrトリ?フ∠八・ギ ∠トOClく湘呆得 しfく.り「・㍉レ甚 用 、》・て、 ♪人召後こ
'ケ毎 くとも2外 間 は 同 レ 条 ム牛 で 精 鰍 ・す乃 ぐし伊 で・きでk。
今 回 灯 γ♂っ旅 精 畷 操 作 で口、4--5日 間 争 均 一 ずδ醜 孫
将 、8ロ覚 久暑 有 こレ)"マ ・き才k。 今・倣 σ 、X線 結 晶 角耳'析ず♂どで
人 ・量 の 酵 煮 縁 品 を 必 薯 ヒ ・♂ゐ 場 念 、/墨 閥 あ 呑 りて・
菌 体 循 潅 、 酵 系 精 鰍 を 鱈 毎v・、 ワ"つム 単位 の ヤヨー 醜 寡






PEP・αr』・xソしαse繭 赫 ワン1＼・ワ質 パ 構 姥 解 析 の 締 東
遺 イ云 を 上 の 香羽宅尺頒 う或 も ラ喪堤 し、 妬 捧 繭己列 ヤ・レフ雅 足 ぐれ
牧 一 沢 権 造 を 雁 認 イ ゐ ぐと'P＼・で き'lk。遺 イ祷 の歩羅
醐ll・)・庸 、 同 じ宅勧 卵reα 己i略 千rα肌e)上 て"39塩
基 対1離 帽k二 η の メイ オの つド ン(Met-1とMe七 一14`2り
'い・v・で 此七 開 浦 づドン どレて 考 久 釈 レ い 司能 て・あ ゲ 齢
PEPcαrb・xγtαge納蘇9川 ・り 恥N一 繍 亘々伽
了 ミ1蔽 配 列 屯 餌 触 ほ 純 果 、PEPcαrb。xyしαgeのイrづ"
少二いノト亦。りぺ。つ。イド 匿 、可佳更 一)欠才鴛 鐘ノ払のMe七 一1宙 さマメ・
As陀2・v・紬 餌 ろ 橘 艶 蜘 η こレ リぐ日肪 ・P・田 つゴk。
ぐの 室毒 果 匿、PEPcαr』)Oxγしα5etまMe七 一1客 開'{おつド ンとレて
幾司4多尺 され 、/考 昏の/かる牙壷1弓亦1レミル メづ'牙二》 　浅捧 の 介・1レミ)レ
纂 の 彫 ・の 捲 、 一 都 の 摘 繍 奄 さ味 メ獄 分 残 捧 の
除 去 を 泌 物 ⑫ 包 煮・してい ろ 。 ◇の めK、N沫 飾 の1残
纂 の 得 否 の 捌 螺 イ 訪 二 柘 押 ノ・＼・勅 ド が 費 初 ろ
ぐと1・才、 づ尺目・物 歯 凶弩蕉 で・1守、RNApoし ソm.er(λ5e/3すつ"ゆ二・ソトlo』)
Ec・Rh・tkγbselo7)、 扮 ひ・墾 一寄1γ・er・ト3-ph・ ・phαte
αcメ1惚h・fe-108)す ぜど't・∂・・て 報 験 帽 吻 ・ し・り・し・






の生成 物 原 因 お よμ噸 のr繍 ～1彩見在 和 月て・あ リ、
今 腐夜K残 ぐれ セ 宕果昊亘で あ ゐ。 あ 好 み1く、噛羽老尺され†k
へ。り。才ド'のN一床う論 メィオニン残 捧 の切 断K与 ゐ 阻e旅lo而ne
αmlnopep士1・⊥αseの 件寿累'り圭t守、N一 ラK蜥メ・ケフrニンダ浅基K
続 く アミノ蔽 残 纂 の種 類1詰 ってチ服 翫 、Mσヒー A訊
締 合 は!,般{くイ刀断 さ此 帽v・ぐ』刀や 丁～unαsαvvαの1くさって
示 ロ侵 く〔れ マv・ゐ1Q9)。穿'k、〔本研 颯Kわv・ ては、 本酋考煮
鑑 伝 を 宝 組 込 ん イぞ ぐル手 づピー り・ラス ミド 亀 もo歯 棒
よリ爾 係 齢 鵬 斐し偏 勘 δうに、 躇 量 し惣 劃 祷 肋
含 威 さ1れf(ワンバ。ワ 質 ・帆 深 色イ本 艶 仏 をの診 ・り・わ 倉威
ざ幡 ワ)ハ・噸'と 矯 的`・叙 同 一 で あ ゐ翌・どう.幅
問 麺 ・し・俘 ろ 蔦 で あ る。 本 酵 赤 の場 含 、N一朱飾 マミノ敵
蕨 捧K伽 初 、 劃 祷 繰 作 才支納 を 珍 桶.・ て・・揺 ・w林
伽 調 鰍 レ儲 の{くつ.・待 叙 固 様K、 勿 のマ ミ/猷
姻 検 幽 れ ・R(図5)。 脈 が っマ、N一 知 翫 勿稀 ・働 、
遺 栃 手の僧 履1くさろ 鼻ク響 て・t守毎 ・・と%久 めれ ゐ。C一 末蜥
頒 域 の 於 ノ蔽 配 列 齢 μ・ピド'戯 油 アミ)処 埋1くδっマ
伽 蝋 ・＼噺 ド 断 片 捜DACM魯 才猟 づ峠 七rソP5派
/か解 くPワ・才ドの 構 艶 βγ祈 の 紡 果 ど 椎 足/)欠構 艶 どの







　 　 　 　 　 　
MNEQYSALRSNvSMLGKvLGET工KDALGEHILERvETIRKLSKSSRAGNDANRQELLTTL60
一レー→い一レ十 一〉一〉・・→レ÷ 一》9-》9-》膠十 →r-〉一〉十 十 一〉十 ≒〉圏十
　 　 コ 　 　 　
QNLSNDELLPvARAFSQFLNLANTAEQYHSISPKGEAASNPEvlARTLRKLKNQpELsEDl20
　 　 　 　 　 コ
TIKKAvESLSLELvLTAHPTEITRRTLIHKMvEvNCKQLDNKD工ADYEHNQLMRRLRQ180
÷十→・→・÷
　 コ リ 　 　 　
L工AQSwHTDEIRKLRPsPvDEAKwGFAvvENsLwQGvPNYLRELNEQLEENLGYKLPvEF240
　 　 　 　 　 　
vPvRFTswMGGDRDGNPNvTADITRHvLLLsRwKATDLFLKD工QvLvSELsMvEATPELL300





　 コ 　 　 　 　
wsEADKQAFLIRELNSKRPLLPRNwQpSAETREvLDcvlAEAPQGs工AAYv工sMAKTP480
十→・→一←→・
　 　 　 　 　 　
SDvLAvHLIJLKEAG工GFAMPvAPLFETLDDLNNANDvMTQLLN工DwYRGL工QGKQMvMIG540
▽　 　 　 　 　 　
YSDSAKDAGvMAAswAQYQAQDAL工K嘔AG工ELTLFHGRGGS工GRGGAPAHAALLSQp600
→一十一ト
　 　 　 　 　 　
PGSLKGGLRvTEQGEMIRFKYGLPEITvSSLSLYTGA工LEANLLPPPEPKESwRR工MDEL660
十十十→P÷
　 コ の コ 　 　
SvエCvYRGYvRENKDFvPYFRSATPEQELGKLPLGSRPAKRRPTGGvESLRAIPwlFA720
　 　 コ 　 　 　
wTQNRLMLPAwLGAGTALQKvvEDGKQSELEA卜CDwPFFSTRLGMLEMvFAI(ADLwl」AE780
→・→・→・十→・
　 　 　 　 　 　
YYDQRLvDKALwPLGKELRNLQEEDIKvvLA工ANDSHLMADLPw工AES工QLRNIYTDPLN840
コ ロ 　 　
vLQAELLHRSRQAEKEGQEPDPRvEQALMvTIAGIAAGMRNTG883
→P-←十
図14.犬 目易 菌 のPEP(測 一boxγしαseの 企/}欠 才揖窺
本 繍 帆 で・配 列 を ・縦 しイ・滝 隙 幅 塀 眩 ・フ1う戸ぐ廊 レk。 線 て・
獅 糠 躯1猫橡 超瓢懲 し麟黙犠列
宴鰍 。聖 ン離 懇 薪てぞ畢擁 誠 湘諏




構 造 を'確 昆 イ 訟 と小 ・で・きイkl図1ん).大 腸 歯 のPEP'
・αr』・xyしαse(883　 構 、 緬 鐘99,061)1ぜ 、 ウ4域"徽 肉
pk・・pk・rγ1αse(841残 基 、 倫 糧9ワ,412)110)絹 舳
Pγruvαtedekγdr・号enαse(885残 碁 ・ 嫡 量99'4ワ の111)
裕 ど'とLわK、 企 一)欠 構 造 ・Vぐ明 の ・い{く され{k/ア ロ スそ リツη
酉誓係 の 中 で 惇 撮 も 犬 き舟 ・け・フ・ユ ニ、ソト ホ・リ〈P/フ。イ ド・宝 杉ク
もの で'あ ん 。
巨Dう
V-3・PEP・ ユrb・xylαseのシスイイン 残 捧
/し喀 巾秀な申 の 糸吉果4・ の、 βH碁 ぼ チ壷ぐの 生 物 才重 のPEP
C(Lrヒ)OXγしαseの 角虫逝某 ヲ吉'卜往K董 端 づ守 粥と彰感匁 果 イkし12)、
必 須 で・あ ゐ26)"31)と翫 で・・脈 。 本 耕 眠 で1百、DACMも 標 識
試 藻zし て、 夫 腸 菌 のPEP鮮 』・xγtαse禰娠 三古性1《,噸
毎 シス イ ∠ン残 碁 の/沢 才黄 痘 上 の 位 覆 の 同 更 宝 宅式 診 汽 。 本
蘇 の さう 祓 翻 廷 嚇 て・1著・rlbuし・se-1,5-』i～Pヒ・5P㎏te
Cαr』・xy〔αs・/・・浄KαseK伽 で・ 北 削1獅 や 趣 名 藻栴
才 払 姻 い脈 機 能 音随 の 解 伽 噌 励 れ て ・・ゐ(文 献112-
115修耳忍)oレ 勺・し、 本 酵 「柔 で図才、 宅羊しv・解 彪下1さ全 ぐ究了ずず藷っ山して
v・ナ3・ロ、/フ!f≧oりκ月易菌 のPEP(燃 』o×)/1αseのイブ・フ"ユニ・・、トボ・リ






残 基 ゆ β一β 縦 卜乞 つ ぐの イ・K、… ψ鞠 βH勘 栃 ぞV・㍗ しの
と1考丸ρフ叱し々27)。DACM4弓 、 こ(フ)う!ちの ノ」τ雀げぐと,キノ六 プ1アr灯の シス
引 〉残 翫 郎 沁 猟 純 含 φ 翫11生 く・づ・葬 創 暑獄 とが
で き偏 イ 残 リ 刎 所 の シス引 ン蕨 勘Cγ$-359掃 於
Cγs-366){法Nで 用v杁 集稗 ・ドマ・1守DACMと 幡 とん ど'反ズ℃'
し表Fv・キノの と ク多久レフれ ゐ 。DACMlく ～Fって 夕浅得 ヲ右'陛12(ンら1く壽で・
労 隣 峡 っ教 醜 煮 屯 燭 酸 知 フ紛 解 し、 マ ミノ蔽 倫 荊 兎
久イf『っf(ヒ ころ 、 シスイ イン 臓 捧.しDACMと.の 夜.応・庄が1と栩 口、
砂 ユ ニ… ト あ伽5・1個 園 ・椥 猟 加 ＼孟 ・9・-359
扮 が・Cγs-36G{論納 痴 砂 里め 畑 叔 吻 の・聴 レれ
百v・ 。
/徽K 、 同 じ'さう毎'陛咳 、 夜1喬'陛乞 七η イミノ蔽 残 捧.の
イど脚 ・の 、 彬 玖マミノ酸 殿 墓 を 同更 イ ゐ 場 創 く、 捧 領 狩
ロワ・各 在 千 わよ於 非 得 在/臼く勝 融婦望 竹 痔v・、二っの純 果を
レヒペ て 碁、噴 マイロ つ"{くδっマバ呆護 ぐれ、ん ・アミノ蔽 残 碁.乞
倹 瞭/ずゐ でラ去 姻 あ ゐ。 本乃賃畷 ぞ・1昔、PEP1アーγロゲ で あゐ
赤 久ホ 乳 澱 ・)"鴎 鰍 御 ・の磁 亘徹 保 護 な刀果 婦 し、
凌れKと も毎 っで、 シスイわ 残 捧 の修 ・飾 が 株 護1イれイ(。
レP・レ、 畝 網L醐 詰 っ勧 秀飾 価 保 嶺 縞 跳 ス引 ン





ダ雛 が 赫 ホ 乳 鰍 諮 訓 呆言隻 を 受1轍.し 佛 肪 て・繕
イ1獅 訴 課 の 掬 ・夙 勘 恥 ス 刎 ン姦 知 く伽 て 明確 毎
締 論 を 得 ゐ ぐと1盛て・きず鞠 ・η仁 。 本 酵 察1ぞ、碁 質 イイσワ"
々 工・フェηワ_⑦ 結 合Kさ って ネ艮雑 老」緬)欠檎 造 霞 化 乞 起 ミで
ぐ圓 嘱 され ズ ・・々 28)。 凌ミて・.ボスホ 麹一醸 ・い%性 都 位K
締 含 イ あ ぐしに δηて、 拓 粧 都1立 ・ひら 離 れ 旅 頒(威 穿て・もヤぐ
橘 窺 蛮 化 を 浸1す、 締 象 的K3む 陛 都 位 廿 の 離 れ ・R位置
しくあ カ シヌ イパン残 碁 の 友穴 性 匂 殺 化 レ杁 可能 性 姻 考λ吻
れ ゐ。 し骨 し、1ケ毎 ⇔ 仏七 、 ラ右性 都 位 杉しくσ 冴の鋤 留K∠立琶
で 冶 シスイ〆ン残 捧 姻ま 勝 飾 の1程度 と 礪 煮%'陛 の消 択の
閥1《 彰Kす 寸六・関 イ勧"劾 れ 乃1狩'て ・勧.ぐ の対 鳶 関
構 姻 、 時 間 的 鰹 翅 匂 含 め て 沸1《威 り立っでvvlkの1乞c/5-
5G8の8ナで"あ!フfく。 でくイk"し、 ラ眞▽四、茨、験2お6rτ ノい4で1を 、
Cγs-568の修 飾 と 鴎 徽 ラ告 との 対 鳶 関 イ舵 見 弔・1寸上
択 わ れ,てv・ゐ。4舟 わ あ 、 望、験2わ δぴ"4姻 乞 物れ ぜ 甑
33%㈱ μ・1G%のCンs-5G8倒r獅 猟 て{吻 欄 ・
師 イ・、 酵 艦 の 彫 採%'幽 婆一1魏 騨1の 醜 然 の4%
お さZん・10%し ヤ・失 ㌧わ尋4ノてv・τ『層㌧フイニ(oレ ヤ・し、 ぐのフドー 敦
博 、 赤 ス赤 乳 蔽 得 在 千K爾 煮 菟 修 飾 レイk場 含 、醜 孫





的{《餌 釈!ず ゐ ぐと姻 で きん 。 』イ ずおhあ 、'表N加 実、験2'
粉 μ・4一で羽 、 反府 を 鋤 牝 崎 点、て・、 徽 夫 影 陶 し日寿の29%
籾 μ・15%の ラ古伽 吹 わ蝦 お ・ノ、9s-568の楊 飾 の綴 と
叔 対 鳶 して・吻 。 以 上の 稲 果 励 、DACMと 麟'イ 郁 カラ灯
の シス引 ンダ鷲 の物 、Cγ$-5681婆多 陛 都 紅 ち レ〈1営 の
近 櫛 く 劾 勧 と 推 匙 輪 。 レ小 し、(i)Cγs-568の麟
'1注ヒキ4也のイ立 置 の シスイ.イン　装碁 の 反鳶 巾生1くレヒ〈"て巨祭 立って
叡 曲 ・・働K・(狗568の み 餌 線 的K勝 飾 循 ぐ圓
で・きでv・ずぜv・ミと,、(ii)DACMとシスそイン窮1つ塞 しの 反穴£1圭威』一
綱 姻'比 敢 的 勺・ぐ 葡v・イくめ1く、 イ倭ノ飾1《さ珍 醜 孫 の 亀)欠 一
栃 艶 の 殺 動 σ ネ 可 廼 で あ 乃 こと、(iii)腋て・述 べ 勿 さ,うK、
ム 慮ul飢9の 醜 煮 で 時 一)欠構1造 上 対 鳶 イ 刎 立糧Kシ ス
イバン歩考1基1守娠「v・鳶と 骨 吻 ・Cγs-568や＼"プ(賜0菌のPEP
ωrb・×γしαse踊 蘇 麟K直 旙 関 与 し府 御 助 榔
関 レぐ は ぐのKフ 険 討 小㍉勢穿 で あ 乃 り。 嬌 髭のマミノ酸 城 謬
の磯 能 の解 莉 しくお 、・て臨 近身 、 量 払 を 操 作 乞 用、・ろ祭 表
(v・柳 ん51te-dl・ected肌U鮪enesls)ll』)が鯛 画 つて
き長 。 での才弥 苞 用v寸U鑑 β原 寄 を ○ 原 寄(シ ス8バン残 巷
な セ リン 蕨 碁)k夜 換 しで 解 莉 イ 乃 抱 胴 能 て・あ わ 。





配 列 窮 縦 観 、 じ楠'鰯 絨1ぐ さっぞ 対 郷 ナ♂肩 ミノ
蔽 臓 甚 の緯 置 も 聴 足 す獄 と姻 できセ ィkめ詮 の争 越
閑・爺 解 新 姻 司能 とγ♂っ/k。本窃 知 、PEPQユrb・刈 α・e
の 魚 陛 都 緯 の於 ノ猷 残 碁 の 一)財揖造 払の紅 覆 扮 ゲ 劾
周辺 の!次 構i勤 を 初 めて赤 ロ侵イゐセのて・ある・。
V-4。 絶 の 庄 瑚 種 のPEPcαrb・xγしα・eわ よ凋 也 の鵡 煮 ・
ワン八。つ 箪 しの ノ)欠 橘 乾 のrヒ 卑交
大 賜σ菌 のPEPcαr』oメ)/b9巳の 了ミノ凶侵酉己〃liをArしi己uしαrtS
酪 孫 の 雑 髭 マ ミノ酸 配 列 じ 並 く・て 比 敢 しfく。 物 結 界 、
企 砕 て唱35%の'マ ミノ蔽 残 纂 りぐ 編{《 一 致 レて、・でくが 、
り相 同 粧 の チ呈度1奇、N一 末ウ{引則(2G%)さ り右/C一末蜥4則
(43%)で 為 い ぐど・姻 島 出 され 脈 。 ぐの ∠頃 向 悟 、 商 沢 楢 黄.
乞 キノ汚 麓 ・K入れ て 二つ の 酉己列 乞 比 へいん ミヒ1《さって、 さリー 尾
日月レ　小 と ずど・フ・R(図12お よμ・図13)。 ぐの さう 毎 ナ目同'陛
の ラ陽 度 の 蓮Lい ・ロ・の 、PEPcαr』Ox)/1αsel寄二 っ(7)累イδな
頒 ヶ或 、 ・ず百 の ち 、C一 末 端4則 の 進 化 上 バ呆 符 叶生 の 畜1v・
頁々 域 ヒN一 末 端 】側 の 殺 累 な 凌」寸入涛Lやイ い 頒 域 と徊・ら
威 々 可 能 性 姻 考 久 の れ.ゐ。 人腸 菌 醒 系 惇5純 類4i/の






リ・ ク 酵 素 で・紡 のk対 しで △.hl顔㎝ ・の 酵 勧 工つエ
ワワー を も脈 毎 い(表1観 恥 。 勘 より毎 二つ の醜 索 の粧 質
の 蓬v・を 考 鮪 と、PEP蹴 』・・拠selく お ・・細C一 朱飾 側
の 頁々域 ・ワw拓'陛 中1▽を 形 威 し、 アロス子 リ、ソワ 毎 調 聯 薇
能 は 主KN一 末 端 側 の 冷蕨 域'K担 わ れ で い ろ の 争1れ 」帽 ・
と才簾 で きゐ.大 腸 齢 鰭 のCys-568焙 吉性 部 位
もレく口 々の 近 傍K得 れ/ずゐ ミと を 示 で 結 果 わ ミの稚 完 と
そ 眉 し暇rV・。 縣 鴛 隔 研 蝋 望 編 、 人 腸 菌 内 で・麹 髄
毛・つ トウ毛口 づ シ(丞 」蝉)のPEPcαrboxyl(1seのcDNA
・乞 ワロー ニンつ・し58)、 々の薙 碁 西乙初レいの トウ毛ロ づシ 函屠「糸の
宍 ノ鰍 配 列 を 推 髭 し伝59)。 トウ加 コ シの 酵 際 匿 御
スィ リ・・ワ プげ調 脚 苞 霞 け ろ ・)・・、 物のエつエワダー1守火 賜 藺
酪 係 じ博 里 毎 ってい 乃(表 工参 照)。 勘 トウ毛ロづシ 醜 際
ヒの 比 鼓 て・も 、C一 宋 飾 側 の 相 同 性{守N-≡ 末焔 側 より
も 籔 く毎 って いヤく・ ぐらK、 アミノ西皮 配 列 屯 比 卑女で 々 と、
イrっ・ユ御 ト 側 へ・弼 ドのC一 葡 翻0残 答 の 配 列,姻 、
進/し よ一非 沸1くさ・くバ呆蒋 され てv・彦 ごど・)"ラ主目 され な(図11
劣ト曜)。 申請 指 ら め 研 帆 室 で1皆、 以 前 、大腸 菌 酷 孫 の
c沫 飾 の21残 捧泡 鋤 碕 操 イ乍Kさ っ ぐ入脇 アミノ酸 配 列





ミと磁 瞭 しk51).⑰ ぐと誘 え鋤 肪 と、'PEP
cαヒbox>!しαseク、C一ラに立擶宿β/ズトも奇、1酉巻壽…の 角虫麻 ラ多'卜生 溌「槻」
4fくは 細 月包 肉 での を足 性K望1警 毎 看 与 苞 しマv・カ ぐと刀・"
才佳 ラ則 され 珍。
一 方 、 さ畑 で・、化 馴 獅 の 矛 ラ去媚 いで、PEPcαr』・xン1㈱
の 彫 媒 ラ制 生K臥 シヌ引 ン、 ヒ僻 ジン、 リジ ソ 伽 ひ・伽 一
キ"ニン 残 碁 姻 齢 彦、で 筋 こと如ぐ 報 獅 れ4旅 。 漁 らの一
嚢 ノ醸 残 碁 の う琢 しス才 ジン残 括 彫 ヵ所 、 リジン蕨 蜘 一一
働 所 、 齢 μ・ 伽 キ㌧ ン残 捧1ぞ23煙 恥 焔 舳 酪 系 ..
と △・ni・鳳 αn～酵 煮 の 勿 の配 百liK一致 レて、・牧 。 榊 ・で
七・、 多殉 冠「の ヒ,ス才 ジンタ哉碁(大 月島菌 薦 煮 のHl5-138、Hi5-一 1
4。2描 μ"HIS-579)Kお・・で1ま鰍 鮎 了ミノ蔽 酋己列 の 相
同 性 も 繭 ぐ、 トウ毛 ロづ シ 醜 孫1くも 対 鳶 イ る 粒 崔K
じスケ ジ ソ残 碁 が 巳 訟 く{れ乃。 し伝・ボ って 、 ぐれ めの じスケジソ ー
　娠 の 栃 のv・軸 欄"PEP(琳 』・×ンし巳seの 角蘇 ラ雄
の 溌 硯 【〈関 恥 マ・・胴 能 性 伊 緬.・。 ぐ縣 対 しで、
シス引 ン残 筋 樋 し守・ 穴 腸 菌 酵 系 の9s-568槍 め、
二/フの 酉己　llの間 で"/1>くタ寸鳶 してV・rrぜ4フ・!っでく(図11)。ぐ(7)ようK、一
シ久脅∠ソ 城 修 の/)欠 檎 窺 払の紅 」置 伊 、進 北 上全 くハ呆蒋 されで







纏 励 旦 つ で い 勧 熊 悩 尋 伽 肋 吻 肋 構.弘 テ
ズ ン'ダi曳纂1ぜ,、'角「虫麻 ラ右'卜生1〈i守1亘オを閥 与 レで、い寸げv'の・U・七ノし叱しずずv、o
)クぐ【《、 りK.凪易 菌 のPEPcαrboxyし α.seのつプミノ酋便 四乙夕1』も 、
シーη ・エ ンス バ"ンつ(「PROβE(a」)1〈 端叉傘歌 く～潔し/て》・ノヲバ炮 の 酉考・寡 ・
タ ンハσつ 噴 の ア ミノ西倹 酉乙汐1』じ レじ専女 し/koシ ーつ エ ン ス 八"ンワ
1才、3100練 類 の9ン ノ＼・噸 、 倉 吉+GO万 残 基 の 了 ミノ蔽 配 列
を 珪又鋳 曳し・fk七!の宮 用v・・fk。 ぐ鳶で・悟 、 寄・す"、kuL)ot(Lらの方ラみ95)
K汽 走/フで・PEPc(u-box>11αs¢と 各・9ン'曽つ 窄〔の!アミノ酉己夕1」(7)
　
correlα七iOncOe-Fflclerし七 」!包 宅}一}'塀1巳しイk。 そレで、)ク〔K
8残 捧 励 の 長 さ1く お ・・マ0、40以 上 の 植 を 与 脈 醜 篠
タンハPり管〔を 、PEPcαr』)o×yしαseク、ノ ン欠構 造1く ヲ宝〕「〆・マ 検 索
しイ〈(図B秀 冒蕉)o凌 の 糸壱果 、PEPc(Lr』)oxンし(■seの/)欠橘 巽む
貝 編"今 ての 頒 域K対 して 釈 の 瞬 糸 ダ ンハ・ワ 質 姻
づ ンじ。ユ ー タKさ っ て 才含v・ 出 ぐ由しぞ きf〈。 し句＼し、 大 目易」菌PEP
cαr』Ox)/1(λseのあ 乃 と‡看足 の/1～亘う或(578-591夢 浅捧 目){《
対 して 怯 　C。rrelαti。nc。e佑cie賦 」 ○、佃 以Lの 値 甚 与 え乃
酉孫 ・ タ ン1＼・微 ・μ・・叡 蝋 心噸 域 岬EPcαrb・ ×ンしα5e
Kユ ニ ー 卿 構 蓮 屯 も η 毘 姻 融 練 でく。 胡 朧 の
PEPcαrbo× 〉/[αscの578-591　 茂碁 目 の 酒乙〃ll歯、 △.頃 、⊥utαrtS








、一、 ∋← 管 幹 甚!δ ← 甚 ∋ξ 斎 甚 砦 ∋を 晶
PheHisGlyArgGlyGlySerValGlyArgGlyGlyGlyPro
今← うξ 舞 卦 ∋ξ3←3÷ 畳 斎 菩 弓← 甚 菩
PheHisGlyArgGlyGlyThrValGlyArgGlyGlyGlyPro
⊃⊃




並 べ・て 図151<示で 。 爬 の 酪 家 ・ダンハ。ワ 質 で・は み られ.πv・
ぐの 頒 域 の 配 列 帆 勿 の 麟 切才転PEPGαrbQX/1α・eの
間 で 貯 繭 度{</象 得 され.てv・れ 。 レイk智%で 、 ぐの冷亘歩或 惇
PEPcαr』)o×〉八αseK扉 寿徴 臼勺 τ」も・の で あ リ・ しヤ・も・壷 薯 拝
機 能 苞4旦 つ て い ゐ 司 能;陛'い'殆 九 房1れ.ん。 、〉の舶 、づ或t〈{甘、
Glγ一Ar(告一Gl>!-Gl>!し・'つ酉乙タリ4バ くリ返 し あ 〔づ薩っ山し、 ワ"リ
シ ン タ蔑捧・・W多 く 含 薯れ て い ん 。 この 脈 め 、 ぐの 頑々う或 は
柔 卑欠 毎 構 艶 屯 して 〉・ゐ む の と 考 ズ 向 れ ゐ 。 さの1く、)欠K
述 く・ん 滋、を 考 久 倉 わ ゼ 乃Z、 ぐの 冷頁 す或 【弓、 捧fl契で・あ なPEP
の リ ン酉倹 捧 しの 糸茗倉1く 関 与 レて い ゐ 司 有ヒ性 ・ロや 考 久の れ ゐ。





ヒ久 拶 ン 残 抵 福 キ㌧ ン 　鷲 却詔・あ リ、 勧 前 腋 の ●
ア ミノ蔽 配 列 が 進 化 上 極 め 鴛 く保 存 翫 で い 傷4-R、
/般K一 ノン酸 捧 啄 ワ川 ・η 質 の・脚 ・の 柔 軟 ぞ・脚 ・・リ
々 イv・1レ ワ・1く結 含 砺"8'と 椰 、PEPωrb・ 継 α5eの
この 頒 域 の 二 沢 構 鋤 朔 餉 返 し 構 鐘 姻 そ 側 仙 て、・な ・・も
徽 近 、 ヌη レづfイド 乞 リ殉・ンド'ヒで 勿 ワンハρワ噴K二 共 魚 して 見出
され ・(ヒ 。ロ)リ ン酉隻 との 糸吉合1く 蘭 与 で 乃 ヒ丁考 九のれ 冶 酋乙列 力ぐ・
MdllerとA㈹ 鵬1く お マ 拠 れ 牧119)。彼 例4 、"の 配 列 を
「りン蔽 結 鋤 乙列(pk・ ・phα七e-bin己囎s・ らu・民ce)」 と呼 ん
て"v' 。々PEPc(Lr』o×yしαseK兇 出 ・さ此し1〈嬬寺催欠白勺毎 凶乙〃lh芽、
「1ノン酒蹄 鈴 配 糺
・ 椀 欠1守塙 七r・曾e眈αseFe-pr・telnK
得 れ イ 乃 〉欠 の 酋乙〃4120)
-AlrPke帽所 一Glγ一Lン・-Gヅqi/一工le-Gtγ一Lンs-5er-Tヒr一
ヒ、 彪 知 陛 残 碁 の位 覆 や 構 造 の 豪軟'陛 と の 点、て・類 似 の
'1噸 鮪 η マ ・・ん ・ 蔀 ・ 人 腸 齢PEPcαrb・xyし α5eKお.・
て、 ラ多'r往老 昏イ立 も・レく悟 その 近 イ苛K/立 琶 イ う も の と 才佳昆
さル ほCγs-568賦Pke-578価10残 基 し'ロ・離 奴 ・晦 ・・。
♪凶上の 点・・り・レフ、PEPCdr・box×Lα5elく燐寿催気臼勺 ナ」々亘炉叉の寛巨～フ
機 能 乞 老 孫 イ ん ミと・い で き ゐ ・い'、遺 伝 ξ 操 作 の 穿ラ云'乞用v・




イを 毘 が 訂能 そ・ある。 ぐのよう毎 夜異 酵 素 姻 触 媒 ラ舌'陛
屯 炭fδ,フマ いれtぞ"、ぐの々頁域 勺"PEPLの 結 含K関 身 しマv・々
司 貧ヒ'陛悔 極 め で 商v・と宅 久 ん 。
本 研 撫1守 ・ イ似 イ リ・・り ず♂性 復 課 イ曲PEP縦 』・・γ」e
の 一)欠才祷 蓬しの レし較 【くさリ、PEPc(北』ox>!tαgeの機 省乞考阜イ立の
一)欠橘 造 劫 紅 覆 苞 老 際 し哲 。 今 椥 奇べ の纏 の 知 伽"
誓 づ隊 され ん ぐど1くまリ、 比 較.庄化 尊 的K七 解 ・析'り"イす け、
和 スイ リ・ソワ 酵 孫 の 構 覧 と機 能 の 対 前 閥 権 勲 の}靴





1-一 一PEP伽b・xン1αgeの 儲 横 凱 纐 ヒK関 レて研 雅
_僑 鉦v・、 以 千1く述 べ・恥 り悟 知 勉 得 蘇 。1 _,
一 ⊥ 一 一(b人腸 薇 爾 煮 の噸 梗 ナ瀟 鰍 ラ越 碓 立 脈.本 酵
一 煮 蓮 メ云手 を 組 込 んfぐ'しマ1レイづヒ9-一!フoラスミド を4ン/フ犬月易菌 林
⊃こ一_.・ロ・ら一醜 煮 を 調 畷 し1一本 鵡 察 耕 線 的 断 鯵欝 肋 辮'陛
__一..一ワロマドη・ラフィレ冒を 僑 .惇う ぐとtぐ昏 リ、-3段下皆の繰 作 、4--5
一日の期 間 で 殉 イ 納 鯨 欄 磁 タ暑獄 レ い で きfく。 し儲
_一 一三 渕 軸 惣.リの収 孝 【そこ一L従来 の 焔 暢とラ去の40イ伽 上 であつ衣 。_
ロ レ
ー 一.一.一一犬 あ一精 畷 ラ勧 雁 立Kさ リ、 タンノρ引 磁 的 研 夙1くイ堀 やf～めτ
三 二三1三 あ 朔 弘 一醜 孫 才蒙 品 屯-、迅 速K名 夙鰍 で き 乃}り1く毎,フrr(。「-7
_一 一(2,)遺 イ云をDNAの 妬 碁 西る汐q初・レフ才佳昆 さ南し予(犬月蜀菌PEP
　 う 　 　 　 　 ゴ ロ
⊃ン ωrbo♪く/し(1.seの!アミノ酉食こ西乞3ハポ屯 リンパPワバし酵 臼勺K刃 催認 レ _
二 三 ニ 三ー でく・一皿ぐらK触 麻 ラ多+生K,勤恥 お スヲイン　構 を 才傑 レ仁 。 … ■
一 自童力Edrrlαrtラ去1くさリ、 寸・フ・ユニ・ソト 背＼oり〈ρっ。づ'ドのN一 末備
21残 碁 寄で の アミ1酋疑 西811甚 ラ尺足 レ伝 。 蓮 伝 寿DNAの 塩 捧
低己夕q・ロ・レフ{で、 二 〉フの メ才 フrニン づ トごン(Met>-1ヒMe七一14-)翌ぐ 一　
閉 焔 づ ド ンの 冗1炭ネ南'と殉 久 めれ.・r(。得 向れ 哲/か 荊 締 果 ゆ 、
畝 うあ のMeレ1楠 始4棚 御 ・IK一 致 し鳥 寺総G末 漁,






し柘'砿 焔 於 ノ酋知 制 勺・あ、豊励 地 翻 多噸 域
(2'649塩捧 対)も 確 気 ・!すん ぐと切"で き寸k。本 酵 二糸 乞 、
Asn-qly結合 を 菊 異 的K切 断 物 ヒドロキシ1レアミンで処 捏
レ・r(Lころ、 二つの へPワo手ド 断 片、L(/か手量60,000)ヒβ(・分iチ量
一
42,000)即鴫 ら締 。 二つのぺ・僧 ド断 隔N一 末蜥7ミ ノー .
一蔽
配 列 扮 伏 アミノ蔽 組 威 を 倫 荊 レ脈 結 果 、断 片L姻
イナついユニ・ソト1示。リへ。っ。・手ド'のC-〔末す屠}]A則1〈、断 片£}・t1ぐN一ラk焔
側 〔畑 剰 獄 と伊 蜘 ＼・ 偽 ぐの 糸課 感Asに61γ 齢
帆 塩 纂 配 列 肋 縛(う ワ3As民一3ワ4Gtγ)猟傾U・
示Oリベ づ啄 ドの 中央 村 近K/カ タ町蒋 存 イ 釈 とを 示 しぞ吻 。
オ(K、 本 醜 煮 の 玖 剣 ン 残 蓉 をDACM姻 ・・て修 餅 レ、
失 拓 レ幽 嬬 のtr/psi晩 鰍 勿 の毎 ・U・で 蹴 蜘 つ ぺ・フ・
イド をHPLCを 用v・て 単 留桂 ・芽青駅 レf(。物の 糸吉果 、六/フのへ・つ。
イ ドが 鳩 耐t、 姐 の の 於 ノ鰍 糸且威 扮 か 都 命 アミノ敵
耐己列 吃3喪 髪 しf(。 へ・つ。イ ドの 僑 赫 結 果1守、才佳是 一)欠構 造 と
叙 綿 紆 く対 鳶 し一 躬 鯨/仲 才ドt守、々れ 躯 、Cγs-157
¢ys『385・C/5-458・Cンs}5G8・Cγs'665およμ"Cンs-754
も含宙 勧 て・あ孫 。 岨 吻の シ肩 為 ダ鷲 の勝 脚 の
爵 間 糸季過 々、 ボスホ乳 醸Kよ ゐイ呆護 効 果逸言周べ旅 福 果,






cγs-568瑚 齪 紘 輪
(3)胡 踊 のPEPcαr』。xyLαseの/)騰 姫 、△ 仙1螂
のPEPαu七 〇xyしα£eの 雅i」定!)欠才黄疵 と並べ＼ づンビ)ユー ワ を 用・・て
比 較 嚥 。 そ訴 謀 、斜 本 とレて3銚 の 相 同 性 力吻 られ 表 。
欄 ・臨 綴1つ ・C一 知 翻 貝ll粉 循 ぐ、PEPωr』 ・xンし載
の 角虫菰某 考倒 立 【守 わ わ1〈C一 末 ウ翻 則1〈 得 在 で ゐ の ぞ・ゆ 好 いカ・
と推 ラ則 され.哲。/方 、1アロ久イ リいノ1フ毎 宕周 御 メ幾1能1ま'主1〈
N一 末.焔 但qの 頒 ヶ或{〈 才旦Lわ汐しマい ゐ の々・も しれ ナずい 。{月 ζ、
従 来 触 媒 姫 陛K、 賜 軌 翫 でV脈 套 廟 節 鷲 の 物 、
じスイ ジ ソ 残1捧1停 三 力 苅 争 ノ呆 得 さ止しマv・セ ・Pや、 シヌそ/ン
残 萄 街 叙 保 蒋 蘇 マv・イ抽 ・っ旅 。 双K、 デ凶 べ・,艇
用 、》、て プ〈、㌔尺男寿菌 酉」考・孝柔の 酉だノ1ダ1」護≧_イ也 の 酋ヲ雪乏寿ミ!やζフンノ＼oワf彦〔の
亟乙零111とレし津女 し・r〈。 〉その 糸老果 、 ハ世の 酷 係.リ ンノ＼。ワ循〔1く1才
励 購v'・PEPcσb・xソ しα5el備 徴 的 プ」 配 夕1悔 貼
レヤ<。PEP(⊃ou^box>ん(兀setく雌看ヌ教 負勺 半8ミの 乃頁域1奇 、 捧 管
PEPと の 糸吉倉K関 身 しマv・ゐ 司 貧ヒ'卜生 ・Pぐデ葛久 臼山しで(。 ぐの














本研 眠 を進 肋K刎kリ 、 終始 雁V才縛 、・イぐk'編 レ牧
奄月裕 錫散 綬(硯 彦 近畿大稼散 養都 、孫都 穴尊燐 卜散 綬)
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